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Zahvale 
 
 
 
“Nisi se izgubil kot zven v tihoto, 
nisi odšel v nič in pozabo; 
po tebi merim stvarem pomen 
in tvojo pesem skušam peti za tabo.” 
(T. Pavček) 
 
 
 
 
 
Vse na poti mojega doktorskega študija je potekalo drugače kot je bilo planirano. Želela sem, da bi 
eksperimentalno delo potekalo v Leku, pa je potem preko Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo 
preskočilo na Fakulteto za farmacijo. Zaradi teh ovinkov sem spoznala izjemne ljudi, ki so veliko 
pripomogli, da sem študij pripeljala do konca. Najprej iskrena hvala mojima mentorjema Tomažu in 
Heleni. Tomaž, ki me je brez pomislekov sprejel na Fakulteto za farmacijo, potrpežljivo gradil moje 
farmacevtsko znanje in bil za razliko od mene vedno prepričan, da bova pravočasno ujela vse predpisane 
roke. Helena, ki je skrbela za gladke ovinke med fakultetama in ves čas skrbno odpravljala moje napake; 
poleg mentorice z odličnim znanjem analizne kemije sem dobila tudi izvrstno lektorico.  
Eksperimentalno delo sem opravljala na katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko. Zaradi toplega 
sprejema in izvrstnega sodelovanja bo to zame vedno ostala »moja« katedra, kamor se bom rada 
vračala. Greta, Nevenka, Tjaša – hvala za vse. Ne bom pozabila vaše pomoči, Gretinih ročno izdelanih 
pokrovov za mojo vodno kopel in vedno dobrodošlih odmorov za kavo. Še eno zelo svetlo sonce sije na 
tej katedri – Jure; za njega ni nerešljivih težav, vprašanje je samo, kako hitro jih reši. Ne poznam nikogar 
drugega, ki bi tako veliko dajal in nič pričakoval nazaj.  
Klinična študija ne bi potekala brez izvrstnega sodelovanja s katedro za klinično biokemijo. Petra in 
Manja – hvala.  
Hvala moji mami, ki je vedno verjela, da to zmorem. Privilegij je bilo odraščati v takšni družini. In hvala 
Andreju, ker je bil tam, kjer je bila moja odsotnost zaradi študija najbolj opazna – pri najinih otrocih.  
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Povzetek 
 
Kronična vnetna črevesna bolezen, ki jo opredelimo kot ponavljajoče vnetje črevesa, se je v zadnjem 
stoletju razširila v globalno bolezen z naraščajočo pojavnostjo v industrijsko razvitih državah. Sodobni cilj 
zdravljenja je bolezen brez izrazitih simptomov, zdravljenje pa lahko glede na zahtevnost bolezni poteka 
v več stopnjah.  
 
Azatioprin, purinski antimetabolit, je imunosupresivno zdravilo, ki se pri zdravljenju kronične vnetne 
črevesne bolezni uporablja kot samostojno zdravilo, pri težjih oblikah bolezni pa tudi v kombinaciji z 
biološkimi zdravili iz skupine zaviralcev faktorja tumorske nekroze alfa. Gre za predzdravilo, ki z 
metabolno pretvorbo prehaja v dve skupini aktivnih metabolitov: 6-tiogvanin nukleotide, nosilce  
terapevtskega učinka in 6-metilmerkaptopurin nukleotide, ki lahko povzročijo okvaro jeter, njihov 
terapevtski učinek pa ni dokazan. Za optimalno zdravljenje je priporočeno prilagojeno odmerjanje 
zdravila glede na koncentracijo aktivnih metabolitov in aktivnost presnovnega encima tiopurin S-
metiltransferaze. 
 
Analitika obeh skupin metabolitov je dobro razvita, tradicionalni biološki matrici pa sta polna kri in rdeče 
krvne celice (ang. red blood cells oziroma RBC). Obe matrici zahtevata invaziven odvzem krvi, priprava 
vzorcev je zaradi narave biološkega materiala zahtevna, stabilnost analitov pa omejena. Alternativo 
tradicionalnim biološkim matricam predstavljajo posušeni krvni madeži (ang. dried blood spots oziroma 
DBS), pri katerih kapljico krvi vzamemo iz prsta ali pete in jo prenesemo na papirček. Možna je tudi 
uporaba venske krvi, ki jo na papirček nanesemo s primerno pipeto.  
 
V raziskovalnem delu smo razvili in validirali metodo tekočinske kromatografije s tandemsko masno 
spektrometrijo (LC-MS/MS) za kvantitativno določanje metabolitov azatioprina s tehniko posušenih 
krvnih madežev. Metoda vključuje ekstrakcijo iz 30 µl posušenega krvnega madeža, hidrolizo in 
kvantitativno določitev vsebnosti 6-tiogvanina in 6-metilmerkaptopurina z metodo LC-MS/MS. Metoda 
je selektivna, linearna, točna in natančna v območju 50 – 5300 pmol/8×108 RBC za 6-tiogvanin in 260 – 
5300 pmol/8×108 RBC za 6-metilmerkaptopurin. S testom integritete redčenja smo dokazali, da lahko 
zgornjo mejo koncentracije, pri kateri še določimo točne in zanesljive rezultate, za oba analita 
premaknemo do 8000 pmol/8×108 RBC, s čimer pokrijemo tako terapevstko območje za 6-tiogvanin kot 
spodnjo mejo toksičnega območja za 6-metilmerkaptopurin. Absolutni in relativni matrični učinek sta 
nizka, izkoristek ekstrakcije pa ≥ 80 %. Potrdili smo, da različne vrednosti hematokrita, različni volumni 
nanosa in odvzem vzorca iz različnih delov krvnega madeža ne vplivajo na točnost in natančnost metode. 
Oba analita sta v posušenih krvnih madežih stabilna vsaj en mesec v temperaturnem območju od -80 do 
40 °C. Ustreznost metode smo dodatno potrdili z analizo vzorcev bolnikov. Rezultati naše in referenčne 
metode so primerljivi in omogočajo sprejemanje enakih odločitev pri odmerjanju zdravil.  
 
Novo razvita metoda je enostavna, zaradi številnih prednosti tehnike posušenih krvnih madežev pa 
predstavlja pomembno alternativo uveljavljenim metodam za terapevtsko spremljanje koncentracij 
metabolitov azatioprina. 
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Abstract 
 
Chronic inflammatory bowel disease, defined as recurrent inflammation of bowel, has spread to a global 
disease with increasing incidence in industrialized countries over the last century. The current goal of 
the treatment is the remission of the disease and it can take several stages depending on the complexity 
of the disease. 
 
Azathioprine, a purine antimetabolite is an immunosuppressive drug used in the treatment of chronic 
inflammatory bowel disease as a standalone drug or in combination with biological agents from the 
group of tumor necrosis factor alpha inhibitors. It is a prodrug that undergoes metabolic conversion into 
two groups of active metabolites: 6-thioguanine nucleotides, carriers of therapeutic effect and 6-
methylmercaptopurine nucleotides, which are hepatotoxic and their therapeutic effect has not been 
confirmed yet. For the optimal treatment tailored therapy dosing is recommended based on the 
concentration of active metabolites and the genotype of the metabolic enzyme thiopurine S-
methyltransferase. 
 
The analytics of both groups of metabolites is well developed and the established biological matrices are 
whole blood and red blood cells (RBC). Both matrices require invasive blood collection and demanding 
sample preparation due to the nature of the biological material. The stability of analytes is generally 
limited. An alternative to the established biological matrices are dried blood spots (DBS), where a drop 
of blood is taken from a finger or a heel and transferred to a DBS paper. It is also possible to use venous 
blood, which is applied to a DBS paper with a suitable pipette. 
 
In the research work we developed and validated the liquid chromatography with tandem mass 
spectrometry (LC-MS/MS) method for the quantitative determination of azathioprine metabolites by the 
dried blood spot technique. The method involves extraction from 30 µl of dried blood spot, hydrolysis,  
and quantification of 6-thioguanine and 6-methylmercaptopurine by  LC-MS/MS method. The method is 
selective, linear, accurate, and precise in the range of 50 - 5300 pmol/8×108 RBC for 6-thioguanine and 
260 - 5300 pmol/8×108 RBC for 6-methylmercaptopurine. The dilution integrity test demonstrated that 
the upper limit of concentration can be increased up to 8000 pmol/8×108 RBC for both analytes, thus 
covering both the therapeutic range for 6-thioguanine and the lower limit of the toxic range for 6-
methylmercaptopurine. The absolute and relative matrix effects are low and the recovery is ≥ 80 %. We 
confirmed that different hematocrit values, different application volume, and sampling from different 
parts of the blood spot does not affect the accuracy and precision of the method. Both analytes are 
stable in dried blood spots for at least one month in the temperature range from -80 to 40 °C. Clinical 
validation confirmed that DBS method and routine clinical method with hemolysate samples give 
comparable results and enable similar clinical decisions.  
 
The new developed method is simple and due to the many advantages of the dried blood spot 
technique it represents an alternative to established methods for the therapeutic drug monitoring of 
azathioprine metabolites.
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1. Teoretični del 
 
1.1. Kronična vnetna črevesna bolezen 
 
Kronično vnetno črevesno bolezen lahko obravnavamo kot globalno razširjeno bolezen, katere pojavnost 
postopoma narašča. Obsega dve prevladujoči obliki, Crohnovo bolezen in ulcerozni kolitis, ki se 
razlikujeta glede na obolelo mesto v prebavni cevi ter po makroskopskih in mikroskopskih značilnostih. 
Crohnova bolezen lahko povzroči transmuralno vnetje in segmentno prizadene katerikoli del prebavne 
cevi od ust do zadnjika. Pogosto jo spremljajo zapleti, kot so abscesi, fistule in strikture. V nasprotju s 
Crohnovo boleznijo je za ulcerozni kolitis značilno vnetje sluznice prebavil, bolezen pa se začne v danki in 
se širi v debelo črevo, lahko zajame tudi celotno debelo črevo. Kljub temu, da etiologija kronične vnetne 
črevesne bolezni ni popolnoma pojasnjena, številne raziskave kažejo, da gre za preplet genetskih 
dejavnikov, vplivov okolja, mikrobioloških faktorjev in imunskega odziva [1].  
 
V zadnjem desetletju je bil narejen pomemben napredek v razumevanju prispevka genetskih dejavnikov 
h kronični vnetni črevesni bolezni. Obdobje intenzivnih genetskih raziskav kronične vnetne črevesne 
bolezni se je začelo leta 2001 z odkritjem gena NOD2, ki kodira beljakovino s pomembno vlogo pri 
imunskem odzivu in velja za prvi gen, ki je povezan s kronično vnetno črevesno boleznijo. S hitro 
napredujočimi študijami  število genskih lokusov, ki so povezani s kronično vnetno črevesno boleznijo, 
narašča [1]. Pomembno vlogo v etiopatogenezi kronične vnetne črevesne bolezni ima vpliv okolja; med 
dejavniki okolja se najpogosteje omenja kajenje, prehrano, zdravila, stres ter psihološke in geografske 
dejavnike. Številne študije so bile usmerjene v preučevanje vpliva črevesne flore; izkazalo se je, da med 
črevesno floro bolnikov s kronično vnetno črevesno boleznijo in med floro zdravega črevesa obstajajo 
pomembne razlike, ki izvirajo iz povečanega oziroma zmanjšanega števila nekaterih bakterij. Poleg 
genetike, vpliva okolja in črevesne flore je pomemben še imunski odziv, pri katerem je največ pozornosti 
namenjene delovanju limfocitov T. Sprva so bile raziskave usmerjene predvsem v pridobljeno 
(specifično) imunost, kasneje pa se je izkazalo, da igra pomembno vlogo tudi prirojena oziroma 
nespecifična imunost [1].  
 
V 20. stoletju se je bolezen večinoma pojavljala v Severni Ameriki, Evropi in Oceaniji, pri prehodu v 21. 
stoletje pa se je razširila v globalno bolezen z naraščajočo pojavnostjo v industrijsko razvijajočih se 
državah Azije, Južne Amerike in Afrike. S postopnim naraščanjem števila bolnikov, ki sovpada s 
prenosom navad zahodne civilizacije v ostale predele sveta, kronična vnetna črevesna bolezen 
predstavlja velik izziv za zdravstveni sistem, saj gre za kompleksno in stroškovno zahtevno bolezen [2].  
 
Sodobni cilj zdravljenja kronične vnetne črevesne bolezni je bolezen brez izrazitih simptomov. V 
splošnem je zdravljenje tristopenjsko. Pri blažjih oblikah bolezni lahko zadoščajo aminosalicilati, pri 
zmernih do težjih oblikah se uporabljajo močnejša protivnetna (kortikosteroidi) in imunosupresivna 
zdravila, pri težjih oblikah oziroma pri bolnikih, ki se ne odzivajo na standardna zdravila, pa se vključuje 
biološka zdravila iz skupine zaviralcev faktorja tumorske nekroze alfa (TNF-α) in antiintegrinske 
molekule.  
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1.2.  Imunosupresivna zdravila 
 
Imunosupresija pomeni zaviranje delovanja imunskega sistema in jo z imunosupresivnimi zdravili lahko 
dosežemo v namene zdravljenja. Imunosupresorji so snovi, ki zavirajo proliferacijo limfocitov, prav tako 
pa nekateri lahko zavirajo efektorsko fazo imunskega odgovora. Ker oslabijo delovanje imunskega 
sistema, lahko povzročijo večjo dovzetnost za infekcije in nastanek rakavih celic [3].  
 
Imunosupresivna zdravila delujejo na različne načine [3]: 
- zavirajo proizvajanje ali delovanje interlevkinov (IL-2); 
- zavirajo izražanje genov za citokine; 
- zavirajo sintezo purinov ali pirimidinov (v to skupino uvrščamo azatioprin); 
- blokirajo površinske molekule limfocitov T, ki sodelujejo pri signaliziranju (monoklonska 
protitelesa). 
 
Uporaba imunosupresivnih zdravil je široka. Med drugim se uporabljajo za upočasnitev napredka  
revmatoidnega artritisa in drugih artritičnih bolezni (psoriazni artritis, juvenilni idiopatični artritis...), 
preprečevanje zavrnitve presajenih organov in tkiv, zdravljenje avtoimunih bolezni (Crohnova bolezen, 
ulcerozni kolitis...) in težjih bolezni kože (psoriaza, atopični dermatitis...)[3]. 
 
Med imunosupresivna zdravila spadajo citostatiki, glukokortikoidi, protitelesa, zdravila, ki dosežejo 
učinek v povezavi z imunofilini, ter drugi imunosupresorji (bakterijski in glivni derivati, inhibitorji 
citokinov...). Ker azatioprin uvrščamo med citostatike oziroma citotoksična zdravila, bo ta skupina v 
nadaljevanju nekoliko podrobneje predstavljena.  
 
1.2.1. Citostatiki 
 
Citostatiki zavirajo delitev celic in jih tako poškodujejo ali uničijo. Preprečujejo celično delitev, blokirajo 
eno ali več metabolnih poti v procesu sinteze deoksiribonukleinske kisline (DNK), tvorijo kovalentne vezi 
z DNK in lahko zavirajo delovanje limfocitov. Večinoma se uporabljajo pri zdravljenju malignih bolezni, 
pomembni pa so tudi pri zdravljenju drugih obolenj. Ker je njihova glavna tarča delitev celic, delujejo 
tudi na hitro deleče se zdrave celice, kar povzroča številne neželene učinke, kot so zaviranje dozorevanja 
krvnih celic, ovirano celjenje ran, alopecija (izpadanje las), zaviranje rasti pri otrocih, sterilnost in številne 
druge [3].  
 
Citostatike delimo v več skupin [3]: 
 
- alkilirajoča sredstva, ki tvorijo kovalentne vezi z DNK in tako preprečijo njeno podvojevanje; 
- antimetabolite, ki blokirajo oziroma uničijo eno ali več metabolnih poti, ki so vključene v sintezo 
DNK; 
- citotoksične antibiotike oziroma substance mikrobiološkega izvora, ki preprečujejo delitev celic; 
- rastlinske derivate, ki preprečijo tvorbo delitvenega vretena; 
- hormone, ki delujejo kot fiziološki antagonisti in preprečujejo hormonsko odvisno rast tumorja; 
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- zaviralce protein kinaz, ki preprečujejo aktivnost protein kinaz; protein kinaze s fosforilacijo 
usmerjajo številne biološke procese; 
- monoklonska protitelesa. 
 
Azatioprin spada med antimetabolite, katerih mesto delovanja je biosinteza nukleinskih kislin. 
Pomembnejše skupine antimetabolitov so antagonisti folata ter pirimidinski in purinski analogi.  
 
Antagonisti folata  
Folati so bistveni za sintezo purinov in timidilata in so sestavljeni iz treh elementov: pteridinskega 
obroča, p-aminobenzojske kisline in glutaminskega ostanka. Da jih celice lahko uporabijo kot koencime, 
se morajo preoblikovati v tetrahidrofolat (FH4). Reakcija poteka v dveh stopnjah in je katalizirana z 
dihidrofolat reduktazo. Prva stopnja reakcije je tvorba dihidrofolata (FH2), druga pa tvorba FH4. 
Antagonist folata ima večjo afiniteto do dihidrofolat reduktaze kot FH2 in tako inhibira encim, 
koncentracija FH4 pa posledično pade. Glavni predstavnik antagonistov folata je metotreksat [3].  
 
Pirimidinski in purinski analogi  
Pirimidinski in purinski analogi zavirajo sintezo DNK z vstavljanjem napačnih gradbenih enot. Delujejo 
kot nenaravne nukleobaze ali nenaravni nukleozidi z nepravilnimi sladkorji, nepravilnimi bazami oziroma 
tako nepravilnimi sladkorji kot nepravilnimi bazami. Zavirajo sintezo DNK in ribonukleinske kisline (RNK) 
ali vodijo do točkovne mutacije, pri kateri sprememba enega nukleotida spremeni kodon, ki posledično 
kodira drugo aminokislino [3]. Med pirimidinske analoge uvrščamo fluorouracil, citarabin, gemcitabin, 
medtem ko so merkaptopurin, tiogvanin in azatioprin predstavniki purinskih analogov [3,4].  
 
Delovanje antimetabolitov je predstavljeno na sliki 1.  
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Slika 1: Shematski prikaz delovanja antimetabolitov; v zgornjem delu slike je prikazano delovanje 
antagonistov folata, v spodnjem delu slike pa delovanje purinskih in pirimidinskih antimetabolitov,  
povzeto po [4]. 
 
1.3. Azatioprin     
 
1.3.1. Kemijska struktura 
 
Azatioprin uvrščamo med tiopurine oziroma purinske antimetabolite. Pirimidini in purini so sestavni deli 
molekul, ki so udeležene pri najpomembnejših bioloških procesih, ki pomenijo osnovo evolucije, 
dednosti in sintez beljakovin. Vse dušikove baze v DNK in RNK izhajajo iz dveh heterocikličnih spojin:  
purina in pirimidina. Purinski bazi v DNK sta adenin in gvanin, pirimidinski bazi v DNK pa timin in citozin. 
Podobno sta v RNK prevladujoči purinski bazi adenin in gvanin, medtem ko sta pirimidinski bazi v RNK 
citozin in uracil [5].  
 
Azatioprin je tiopurin, ki je preko tioetrske vezi povezan s sekundarnim heterociklom, derivatom 
imidazola (slika 2).  
 
DNK
AA
NA 
DNK 
gradniki 
DNK 
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Slika 2: Strukturna formula azatioprina. 
 
Molekulska formula: C9H7N7O2S 
Poimenovanje po IUPAC: 6-(3-metil-5-nitroimidazol-4-il)sulfanil-7H-purin 
 
1.3.2. Fizikalne in kemijske lastnosti 
 
Nahaja se v trdnem stanju, v obliki bledo rumenega prahu ali kristalov in se tali pri 243-244 °C. Logaritem 
konstante ionizacije (pKa) je 8,2. V vodi je praktično netopen; nekoliko bolj je topen v lipofilnih topilih, 
kot so kloroform, etanol in dietileter. Topen je v vodnih alkalnih raztopinah, v katerih hidrolizira do 6-
merkaptopurina (6-MP) [6].  
 
1.3.3. Sinteza 
 
Sinteza azatioprina poteka z reakcijo med 5-kloro-1-metil-4-nitro-1H-imidazolom in 6-MP. Reakcija 
poteka v prisotnosti brezvodnega natrijevega acetata in suhega dimetilsulfoksida 7 h pri 100 °C. Če 
reakcijsko zmes ohladimo na sobno temperaturo, pustimo stati čez noč, nato pa jo vlijemo v hladno 
vodo, izpade rumena oborina azatioprina [7].  
 
Celotna reakcija poteka po shemi 1.  
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Shema 1: Sinteza azatioprina, povzeto po [7,8].  
 
1.3.4. Zgodovinski pregled [9] 
 
Leta 1940 sta D. Woods in P. Fildes postavila prve temelje antimetabolitski teoriji z ugotovitvijo, da 
sulfonamidi vplivajo na rast bakterij tako, da delujejo kot kompetitivni inhibitorji encima dihidropteorat 
sintaze (DHPS), ki je vpleten v sintezo folata. Hitchings je z novimi raziskavami prišel do predpostavke, da 
bi bilo z antagonisti baz v nukleinskih kislinah DNK in RNK možno ustaviti rast hitro delečih se celic (npr. 
bakterij, tumorjev...). Leta 1948 je Elion s skupino sodelavcev ugotovila, da 2,6-diaminopurin zavira rast 
bakterije Lactobacillus casei. Z 2,6-diaminopurinom so dosegli pomembne uspehe pri zdravljenju 
kronične granulocitne levkemije, vendar so zaradi velike toksičnosti uporabo zdravila opustili.  
 
Do leta 1951 so sintetizirali in testirali preko 100 purinov in ugotovili, da substitucija kisika z žveplom v 
gvaninu in hipoksantinu povzroči manjšo porabo purinov. V tem času so sintetizirali tudi 6-MP in 6-
tiogvanin (6-TG) in ugotovili, da sta aktivna proti širokemu spektru tumorjev pri glodalcih. Raziskave so v 
tem času hitro napredovale, 6-MP so kmalu vpeljali v klinične raziskave pri otrocih z akutno levkemijo in 
leta 1953, le dve leti po njegovi sintezi in mikrobioloških raziskavah, je Ameriška agencija za hrano in 
zdravila (FDA) odobrila prodajo zdravila na trgu. V naslednjih letih so odkrili in pojasnili intenzivni 
metabolizem 6-MP, začeli pa so tudi s sintetiziranjem njegovih derivatov. Z namenom vplivanja na 
metabolizem 6-MP so uvajali substituente na purinski obroč in dušike v obroču, kar je večinoma vodilo v 
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izgubo protitumorske aktivnosti. Z nadaljnjimi poskusi so poskušali zaščititi žveplo pred oksidacijo in 
hidrolizo s skupinami, ki bi bile lahko odstranjene intracelularno, pri tem pa bi se sprostil 6-MP. Kot 
najuspešnejši se je izkazal 1-metil-4-nitro-5-imidazolil derivat, kasneje znan kot azatioprin. Azatioprin je 
torej predzdravilo 6-MP, saj ima zaradi bližine orto-nitro skupine primerno reakcijsko mesto za napad 
spojin s sulfhidrilno skupino ali drugih nukleofilov, pri čemer se sprosti 6-MP. Izkazalo se je, da je 
azatioprin enako aktiven kot 6-MP, vendar manj toksičen.  
 
Azatioprin se danes uporablja samostojno ali v kombinaciji z drugimi imunosupresivnimi zdravili pri 
preprečevanju zavrnitve transplantiranih organov ter za zdravljenje številnih avtoimunskih bolezni, kot 
so revmatoidni artritis, pemfigus, sistemski eritematozni lupus, avtoimunski hepatitis, atopični 
dermatitis, kronična vnetna črevesna bolezen in ostale.  
 
1.4. Farmakokinetika, farmakodinamika, terapevtsko spremljanje koncentracij  
 
1.4.1. Farmakokinetika 
 
Farmakokinetika spremlja pot učinkovine v telesu: absorpcijo, porazdelitev, metabolizem in na koncu 
izločanje iz telesa. S pomočjo farmakokinetike določamo varno in učinkovito odmerjanje zdravila pri 
posameznem bolniku. Klinična farmakokinetika ima velik pomen v primerih, ko obstaja močna povezava 
med koncentracijo učinkovine in njenim farmakološkim učinkom [10].  
 
Delovanje zdravila je večinoma povezano s koncentracijo učinkovine na mestu delovanja. Neposredno  
merjenje koncentracije pri receptorju je lahko nepraktično ali neizvedljivo, zato koncentracijo učinkovine 
določamo v krvi, plazmi, urinu, slini ali drugih telesnih tekočinah [10].  
 
Dinamično ravnotežje opisuje razmerje med koncentracijo učinkovine v plazmi in koncentracijo 
učinkovine pri membranskem receptorju. Iz spremembe koncentracije v plazmi lahko sklepamo na 
spremembo koncentracije v drugih tkivih. Če koncentracija učinkovine v plazmi naraste, bo sorazmerno 
narasla tudi koncentracija v večini ostalih tkiv [10]. Na sliki 3 je prikazano, kako z naraščanjem 
koncentracije učinkovine v plazmi linearno narašča koncentracija v tkivih, iz slike 4 pa je razvidno, da so 
krivulje padanja koncentracije učinkovine s časom v različnih tkivih podobne.  
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Slika 3: Razmerje med koncentracijo učinkovine v plazmi in ostalih tkivih, povzeto po [10]. 
 
 
 
Slika 4: Sprememba koncentracije učinkovine s časom v plazmi in ostalih tkivih, povzeto po [10].  
 
1.4.1.1. Farmakokinetični procesi 
 
Absorpcija, porazdelitev, metabolizem ter izločanje so ločeni, vendar medsebojno povezani procesi med 
porazdelitvijo in izločanjem učinkovine v in iz telesa [11]. Pri napovedovanju farmakokinetičnih lastnosti 
se uporabljajo številni parametri, med pomembnejšimi oziroma pogosto preiskovanimi so biološka 
uporabnost, volumen porazdelitve, očistek in razpolovni čas.  
 
 
 
koncentracija učinkovine v tkivih 
Teoretični del 
9 
 
1.4.1.1.A. Absorpcija 
 
Zdravilo lahko v organizem dostavimo na dva osnovna načina: 
- skozi prebavila oziroma enteralno (peroralno, sublingvalno, rektalno) in 
- mimo prebavil oziroma parenteralno (intravensko, intramuskularno, subkutano, intranazalno...) 
 
Najpogostejši in bolniku najprijaznejši način je dostava skozi usta (peroralno oziroma "per os"), pri 
katerem je najpomembnejšo mesto absorpcije prebavni trakt. Ne glede na mesto absorpcije mora 
učinkovina preiti preko membrane celic sluznice v prebavnem traktu. Da se učinkovina dobro absorbira, 
mora biti v prebavnih medijih prisotna v raztopljeni obliki. Za dobro raztapljanje mora biti dovolj 
hidrofilna (večji delež v ionizirani obliki), za prehod lipofilne membrane pa mora imeti ustrezno 
lipofilnost (vrednost logP med 0-3) [11,12].  
 
Učinkovina lahko skozi plast epitelijskih celic v črevesju prehaja paracelularno (med celicami) in 
transcelularno (pasivno, skozi celice), pri transcelularnem prehodu pa ločimo še prehod z difuzijo in 
prehod s pomočjo prenašalnih proteinov (slika 5) [12].  
 
 
Slika 5: Načini prehoda učinkovine skozi plast epitelijskih celic v črevesju, povzeto po [12]. 
 
Biološka uporabnost: 
Biološka uporabnost (BU) je kvantitativno merilo obsega absorpcije učinkovine in predstavlja delež 
učinkovine, ki v nespremenjeni obliki preide v sistemski krvni obtok. Biološko uporabnost najpogosteje 
določimo s pomočjo ploščine pod krivuljo (ang. area under the curve oziroma AUC, slika 6), s katero 
prikažemo spreminjanje koncentracije učinkovine v plazmi s časom. Biološko uporabnost izračunamo 
tako, da določimo razmerje med ploščino pod krivuljo, ki jo dobimo po peroralnem (p.o.) vnosu zdravila 
in ploščino pod krivuljo, ki jo dobimo po intravenskem (i.v.) vnosu zdravila z enakim odmerkom (enačba 
1) [13].  
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Slika 6: Ploščina pod krivuljo pri intravenskem (i.v.) in pri peroralnem (p.o.) vnosu zdravila.  
 
𝑩𝑼 [%]   =  
𝑨𝑼𝑪𝒑.𝒐..
𝑨𝑼𝑪𝒊.𝒗.
× 𝟏𝟎𝟎 
Enačba 1: Izračun biološke uporabnosti; AUCp.o. in AUCi.v. predstavljata ploščini pod krivuljo pri 
peroralnem in pri intravenskem vnosu zdravila. 
 
1.4.1.1.B. Porazdelitev 
 
Po absorpciji se učinkovina porazdeli po organizmu. Porazdelitev v tarčno tkivo je osnova za njeno 
farmakološko delovanje, porazdelitev v ostala tkiva pa je lahko razlog za pojav neželenih učinkov. 
 
Volumen porazdelitve: 
Obseg porazdelitve učinkovine izražamo z volumnom porazdelitve (Vd; enačba 2).  
 
𝑽𝒅 =  
𝑫𝒕
𝒄𝒑
 
Enačba 2: Izračun volumna porazdelitve; Dt predstavlja celokupno količino učinkovine v organizmu, cp pa 
koncentracijo učinkovine v plazmi [12]. 
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Pri večini učinkovin volumen porazdelitve precej presega celoten volumen vseh telesnih tekočin, zato ne 
moremo govoriti o resničnem volumnu, ampak prej o navideznem volumnu, ki si ga lahko predstavljamo 
kot volumen telesnih tekočin, ki bi bil potreben, da bi bila učinkovina enakomerno razporejena po vseh 
delih telesa [14].  
 
Majhen navidezni volumen porazdelitve lahko pomeni, da je učinkovina močno hidrofilna in ima majhno 
afiniteto do tkivnih komponent. Ravno nasprotno imajo hidrofobne učinkovine velik navidezni volumen 
porazdelitve, ker se prednostno porazdelijo v mišice in maščobna tkiva, v plazmi, v kateri določamo 
koncentracijo, pa ostane le majhna količina učinkovine [12,14].  
 
1.4.1.1.C. Metabolizem 
 
Večina učinkovin se iz centralnega krvnega obtoka izloča v obliki metabolitov in le približno četrtina v 
nespremenjeni obliki. Za vsako učinkovino moramo torej vedeti, kako (in če) poteka presnova, s katerimi 
encimi in v katerih organih poteka [12].  
 
Metabolne reakcije večinoma potekajo v dveh fazah. V prvi fazi potekajo reakcije razgradnje oziroma 
katabolne reakcije, predvsem oksidacije, redukcije, hidrolize itd. Pri teh reakcijah se učinkovina običajno 
pretvori v manj reaktivno in bolj hidrofilno obliko in se lažje izloči z urinom. Za drugo fazo so značilne 
sintezne oziroma anabolne reakcije, pri katerih nastanejo konjugati z glukuronsko kislino, glutationom, 
žveplovo kislino, ocetno kislino... Konjugati so farmakološko neaktivni in bolj hidrofilni, kar pospeši 
njihovo izločanje z urinom.  
 
Pri presnovi večinoma nastanejo metaboliti, ki so brez učinka. V nekaterih primerih se lahko delovanje  
učinkovine pri presnovi spremeni in izgubi del prvotnega učinka ali pa ostane enako in učinkuje še po 
tem, ko se osnovna učinkovina že odstrani iz telesa. Metaboliti so lahko tudi toksični.  
 
Posebno skupino pa predstavljajo zdravila, pri katerih je učinkovina neaktivna in za delovanje potrebuje 
metabolno aktivacijo. Gre za skupino t.i. predzdravil, v katero spadajo tiopurini (azatioprin, 6-
metilmarkaptopurin, 6-tiogvanin), protonsil, pivampicilin, ciklofosfamid, levodopa, kodein in drugi [12]. 
 
1.4.1.1.D. Izločanje 
 
Izločanje učinkovine in njenih metabolitov iz telesa poteka na različne načine. Hidrofilne in nehlapne 
učinkovine se večinoma izločajo skozi ledvice, hlapne s pomočjo pljuč z izdihanim zrakom, možne poti 
izločanja pa so še z blatom, žolčem, slino, znojem, mlekom in lasmi [12].  
 
Očistek: 
Kvantitativno merilo sposobnosti izločanja učinkovine je očistek ali klirens (angl. Clearance oziroma Cl). 
Definiran je kot volumen tekočine, ki se v časovni enoti očisti učinkovine in ima enoto L/h oziroma 
mL/min. Očistek lahko izračunamo s pomočjo različnih pristopov, kot so prostorski model, od modela 
neodvisen pristop in fiziološki model [12].  
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Razpolovni čas: 
Razpolovni čas je čas, v katerem se koncentracija učinkovine v sistemskem krvnem obtoku zmanjša na 
50 % začetne koncentracije. Pri enostavnem, enoprostorskem modelu, pri katerem učinkovina po vnosu 
preide v osrednji prostor, iz katerega se odstranjuje s procesom izločanja, lahko razpolovni čas 
izračunamo s pomočjo enačbe 3 [13].   
 
𝒕𝟏/𝟐 =
𝒍𝒏 𝟐
𝒌𝒆
 =  
𝟎, 𝟔𝟗𝟑
𝒌𝒆
 
Enačba 3: Izračun razpolovnega časa pri enoprostorskem modelu; ke: konstanta hitrosti izločanja 
[13]. 
 
1.4.2. Farmakodinamika 
 
Učinkovine večinoma delujejo tako, da se vežejo na receptorje, ki so lahko zunaj celic, običajno pa gre za 
celične sestavine. Poznamo več vrst celičnih receptorjev: receptorje za endogene prenašalce oziroma 
farmakološke receptorje, ionske kanale, transporterje, namenjene prenašanju molekul skozi membrane 
in encime, ki so pogosto neposredna tarča učinkovin. Veda, ki raziskuje način, na katerega zdravilo 
povzroča učinek, se imenuje farmakodinamika [13].    
 
1.4.3. Terapevtsko spremljanje koncentracij  
 
Terapevtsko spremljanje koncentracij (ang. therapeutic drug monitoring oziroma TDM) lahko opišemo 
kot določanje koncentracije učinkovine z namenom doseganja varnega in učinkovitega odmerjanja 
zdravila za posameznega bolnika. Če je TDM izvedeno in interpretirano pravilno, poleg tega pa so 
ovrednoteni tudi klinični učinki, lahko s takšnim načrtovanjem dosežemo hitrejši in bolj varen učinek, kot 
bi ga dosegli z izkustveno predpisanimi odmerki [10].  
 
S terapevtskim spremljanjem koncentracij lahko določimo t.i. terapevtsko območje, znotraj katerega je 
dosežen načrtovan učinek zdravila. Pod terapevtskim območjem učinek ni dosežen, nad območjem pa se 
lahko pojavijo neželeni učinki. Meje med subterapevtsko, terapevtsko in toksično koncentracijo 
učinkovine niso jasno začrtane. Za večino učinkovin obstaja mejno območje, znotraj katerega se 
omenjene koncentracije prekrivajo zaradi različnih odzivov posameznih bolnikov [10].  
 
Vzroki za različne koncentracije učinkovine, ki jih določimo pri bolnikih, ki prejemajo enak odmerek 
zdravila, so različni [10]:  
 
• razlike v absorpciji učinkovine; 
• razlike v porazdelitvi učinkovine; 
• razlike v bolnikovi sposobnosti za metabolizem in izločanje učinkovine; 
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• bolezensko stanje (okvare ledvic ali jeter), fiziološko stanje (nosečnost, starost, debelost), ki 
lahko vpliva na absorpcijo, porazdelitev ali izločanje; 
• interakcije med različnimi zdravili.  
 
V preglednici 1 so zbrani nekateri primeri, pri katerih je odločitev za terapevtsko spremljanje 
koncentracij smiselna in primeri, pri katerih ima terapevtsko spremljanje koncentracij omejen pomen za 
potek zdravljenja. 
 
Preglednica 1: Usmeritev pri odločanju za terapevtsko spremljanje koncentracij, povzeto po [10]. 
 
terapevtsko spremljanje koncentracij ima 
dodano vrednost v primerih, ko:  
terapevtsko spremljanje koncentracij ima 
omejeno vrednost v primerih, ko: 
- obstaja dobra korelacija med koncentracijo  
učinkovine v plazmi in farmakološkim odzivom; 
- se neželeni učinki lahko nepričakovano pojavijo 
tako pri nizki kot pri visoki koncentraciji  
učinkovine; 
- obstajajo velike razlike v plazemski koncentraciji  
 učinkovine pri bolnikih, ki prejemajo enak 
odmerek zdravila; 
- ni posebnih posledic, povezanih z odmerjanjem 
previsokega ali prenizkega odmerka zdravila 
- ima učinkovina ozko terapevtsko okno (razlika 
med toksično in terapevtsko koncentracijo je 
majhna); 
- terapevtsko območje koncentracije učinkovine 
 v plazmi ni natančno določeno;  
- učinki zdravila ne morejo biti ugotovljeni  preko 
enostavnejših meritev, kot je merjenje 
arterijskega tlaka ipd. 
- se tvorijo farmakološko aktivni metaboliti, razen 
v primeru, ko so koncentracije metabolitov prav 
tako upoštevane. 
 
1.4.4. Farmakokinetika in farmakodinamika azatioprina 
 
Absorpcija, razpolovni čas 
 
Azatioprin se po peroralnem vnosu med prvim prehodom skozi jetra (predsistemski metabolizem) hitro 
in skoraj popolnoma (88 %) pretvori v 6-MP in nitrometilimidazol. Absorpcija ni popolna in močno niha, 
posledica pa je veliko nihanje v biološki uporabnosti (16-72 %). Biološka uporabnost 6-MP, ki nastane kot 
posledica predsistemskega metabolizma azatioprina, je 60 %, medtem ko je biološka uporabnost 6-MP, 
če ga uporabljamo kot osnovno zdravilo, bistveno manjša (5-37 %). Razlika med uporabo azatioprina in 
6-MP kot osnovnega zdravila je najverjetneje posledica obsežne pretvorbe 6-MP v 6-tiosečno kislino, ki 
jo katalizira ksantin oksidaza in poteka v črevesni steni in v jetrih. Razpolovni čas azatioprina in 6-MP v 
plazmi je kratek, maksimalno dve uri. Za razliko od predzdravil azatioprina in 6-MP imajo aktivni 
metaboliti 6-tiogvanin nukleotidi povprečen razpolovni čas 5 dni, z visokim nihanjem 3-13 dni [15].  
 
Metabolizem tiopurinov 
 
Azatioprin in 6-MP sta uveljavljeni in široko uporabljeni zdravili pri zdravljenju bolnikov z napredovano 
kronično vnetno črevesno boleznijo. Kljub temu obstaja veliko nihanje v koncentraciji aktivnih in 
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toksičnih metabolitov tako pri posameznem bolniku (intraindividualne razlike) kot znotraj večje skupine 
bolnikov (interindividualne razlike). Nihanje je posledica kompleksnega metabolizma in genetskih 
polimorfizmov nekaterih metabolnih encimov [16].  
 
Tako azatioprin kot 6-MP sta neaktivni molekuli, ki z metabolno pretvorbo prehajata v aktivne oblike.  
Metabolizem azatioprina in 6-MP je predstavljen v shemi 2. Shema vključuje tudi metabolno pretvorbo 
6-TG, ki pa je v primerjavi z azatioprinom in 6-MP manj razširjen. Celoten opis se nanaša na 
farmakokinetične lastnosti tiopurinov pri ljudeh.  
 
 
 Shema 2: Metabolizem tiopurinov azatioprina, 6-merkaptopurina in 6-tiogvanina, povzeto po [17]. 
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Po absorpciji se azatioprin (AZA) z encimom glutation S-transferaza v jetrih pretvori v 6-MP. 6-MP preide 
v bele krvne celice s pomočjo transporterjev za nukleozide, kjer se metabolizira po treh ključnih 
encimskih sistemih: dva sta katabolna: ksantin oksidaza (XO) in tiopurin S-metiltransferaza (TPMT), eden 
pa anabolen: hipoksantin fosforibozil transferaza (HPRT). XO in TPMT katalizirata reakcijo 6-MP v 6-
tiosečno kislino (6-TU) in v 6-metilmerkaptopurin (6-MMP) [18]. Encim HPRT je odgovoren za prvi 
anabolni korak, ki vodi do 6-tioinozin 5ˈ-monofosfata (6-TIMP). 6-TIMP se lahko s pomočjo encima inozin 
monofosfat dehidrogenaze (IMPDH) pretvori v 6-tioksantozin 5ˈ-monofosfat (6-TXMP), ta pa se nato s 
pomočjo encima gvanozin monofosfat sintaze (GMPS) pretvori v aktivne 6-tiogvanin nukleotide (6-TGN). 
Skupina 6-TGN vključuje tri nukleotide: 6-tiogvanin monofosfat (6-TGMP), 6-tiogvanin difosfat (6-TGDP) 
in 6-tiogvanin trifosfat (6-TGTP). Medtem ko so tiopurini neaktivne molekule z razpolovnim časom 1 do 2 
h, je terapevtski učinek dosežen s tvorbo in kopičenjem 6-TGN, pri katerih je učinek dosežen 4 do 5 
tednov po začetku zdravljenja, njihov razpolovni čas pa niha med 3 in 13 dnevi [18]. 
 
6-TIMP se lahko pretvori v 6-metilmerkaptopurin (6-MMP) nukleotide, ki vključujejo tri nukleotide: 6-
metil tioinozin 5ˈ-monofosfat (6-MeTIMP), 6-metil tioinozin 5ˈ-difosfat (6-MeTIDP) in 6-metil tioinozin 
5ˈ-trifosfat (6-MeTITP). 6-MMP nukleotidi so citotoksični in v previsoki koncentraciji lahko vodijo v 
okvaro jeter [19] .  
 
Poleg pretvorbe v 6-MMP nukleotide se 6-TIMP lahko s kinazami fosforilira v 6-tioinozin difosfat (6-TIDP) 
in 6-tioinozin trifosfat (6-TITP). Slednji se lahko s pomočjo encima inozin trifosfat pirofosfohidrolaze 
(ITPaze) defosforilira nazaj v TIMP. Povečane vrednosti 6-TITP pri bolnikih s pomanjkanjem encima 
ITPaze lahko vodijo v neželene učinke, ki so odvisni od odmerka zdravila [19].  
 
V nasprotju z azatioprinom in 6-MP je metabolizem 6-TG enostaven. V splošnem metabolna pretvorba 6-
TG poteka v treh smereh. Anabolna HPRT pot ga pretvori neposredno v farmakološko aktivne 6-TGN, 
druga, TPMT pot, ga pretvori v metiliran 6-tiogvanin (6-MTG), tretja pot z aldehid oksidazo (AOX) pa vodi 
do 8-hidroksitiogvanina (8-OHTG), ki se s XO pretvori v 6-TU. Farmakološki učinki 6-MTG in 6-TU niso 
znani. Pretvorba tiogvanina v 6-TGN prepreči večino ostalih metabolnih korakov, kar teoretično vodi v 
minimalno sintezo 6-MTG in 6-TU [19].  
 
Tiopurin S-metiltransferaza (TPMT) 
 
TPMT je citosolni encim, ki katalizira metilacijo aromatskih obročev [18]. V metabolizmu tiopurinov 
katalizira pretvorbo 6-MP v 6-MMP, pri tem pa tekmuje s XO in HGPRT, ki katalizirata pretvorbo 6-MP po 
drugih poteh. Prav tako sodeluje pri pretvobi 6-TIMP v 6-MeTIMP.  
 
Gen, ki je odgovoren za sintezo TPMT, je podvržen številnim polimorfizmom, zaradi katerih obstajajo 
tudi do 50-kratne razlike v aktivnosti encima med ljudmi. Posledica majhne aktivnosti encima TPMT je 
večja pretvorba 6-MP v 6-TGN, kar lahko vodi v predoziranje in zaviranje dozorevanja krvnih celic [16]. V 
nasprotju z majhno aktivnostjo lahko večja aktivnost encima povzroči povečano tvorbo 6-MMP 
nukleotidov, s tem pa manjšo učinkovitost in večjo možnost za okvaro jeter.  
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Znanih je več polimorfizmov posameznih nukleotidov gena za sintezo TPMT. Gen je lociran na šestem 
kromosomu, vsebuje 10 eksonov in 9 intronov, identificiranih pa je bilo 30 različnih alel (od TPMT*2 do 
TPMT*28), ki povzročijo manjšo aktivnost encima. Pomembna je tudi razlika med heterozigoti in 
homozigoti – medtem ko je pri heterozigotih aktivnost encima delno zmanjšana, je pri homozigotih 
encim popolnoma neaktiven. V splošnem približno 89 % populacije izraža normalno aktivnost TPMT,    
11 % zmanjšano aktivnost, pri 0,3 % pa je TPMT neaktiven [18]. 
 
Aktivnost encima TPMT je eden izmed dejavnikov, ki vpliva na veliko nihanje v odzivu na tiopurine. Tako 
so posamezniki, ki imajo homozigotno mutacijo in prejemajo normalne odmerke tiopurinov, bolj 
izpostavljeni tveganju za zaviranje dozorevanja krvnih celic kot bolniki, pri katerih gen za TPMT ni 
mutiran. Prav tako je tveganje za zaviranje dozorevanja krvnih celic povečano pri bolnikih s 
heterozigotno mutacijo in manjšo aktivnostjo TPMT, če dnevni odmerek tiopurinov ni primerno 
zmanjšan. Nasprotno pa imajo bolniki z večjo aktivnostjo TPMT več možnosti za manjše vrednosti 6-TGN 
in s tem slabšo odzivnost na zdravljenje [18]. 
 
Za optimalno zdravljenje je priporočeno prilagojeno odmerjanje zdravila glede na aktivnost presnovnega 
encima TPMT in določanje koncentracij aktivnih metabolitov, tj. 6-TG nukleotidov in 6-MMP 
nukleotidov. Določen vpliv imajo tudi nekateri ostali encimi in prenašalni proteini: ITPaza, glutation S-
transferaza (GST), XO, AOX, metilen tetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) in protein MRP4, ki ga kodira gen 
ABCC4 [18]. 
 
Farmakodinamika tiopurinov 
 
6-TGN se zaradi strukturne podobnosti endogenim purinskim bazam vključijo v celično DNK, s tem 
prekinejo celični cikel in povzročijo apoptozo oziroma celično smrt. Rezultat je lahko ovirana proliferacija 
limfocitov T in B in zato zaviranje prekomerno aktivnega imunskega odziva pri bolnikih s kronično 
črevesno boleznijo [18,19].  
 
Vzporedno se 6-TGTP veže na protein Rac1, ki spada v skupino proteinov G oziroma GTPaz in je 
pomemben za kostimulacijo CD28. CD28 je protein, izražen na limfocitih T in je pomemben za njihovo 
aktivacijo. Zaviranje proteina Rac1 vpliva na zaviranje stimulacije CD28, kar vodi v apoptozo oziroma 
celično smrt [17]. Z akumulacijo aktivnih metabolitov tako narašča apoptoza aktiviranih limfocitov T, 
proces vnetja pa se upočasni [18].  
 
Omeniti velja še 6-MeTIMP iz skupine 6-MMP nukleotidov, ki z inhibicijo »de novo« sinteze purinov v 
manjši meri prav tako prispeva k antiproliferativnim lastnostim tiopurinov [18].  
 
Terapevtsko in toksično območje 6-TGN in 6-MMP nukleotidov 
 
Terapevtski učinek 6-TGN nukleotidov je dosežen v območju 235 – 450 pmol/8x108 rdečih krvnih celic 
(ang. red blood cells oziroma RBC). Pod tem območjem je učinek zdravila zmanjšan, pri koncentraciji nad 
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450 pmol/8x108 RBC pa se poveča možnost za zaviranje dozorevanja krvnih celic. Pri 6-MMP nukleotidih 
se pri  koncentraciji nad 4500 pmol/8x108 RBC poveča možnost za okvaro jeter [20].  
 
1.5. Biološki material 
 
V bioanaliznih metodah kvantitativna določitev učinkovine poteka iz biološke matrice, najpogosteje iz 
krvne plazme ali polne krvi. Polna kri je sestavljena iz 56 % plazme in 44 % krvnih celic (slika 7).  
 
Slika 7: Deleži različnih sestavin krvi, povzeto po [21]. 
 
Plazma je izvencelični tekoči del krvi, ki jo dobimo tako, da iz polne krvi odcentrifugiramo krvne celice. Je 
svetlo rumene barve, sestavljena je iz 90 % vode, ostalo pa sestavljajo v vodi raztopljene anorganske in 
organske snovi [22]. Plazma vsebuje faktorje koagulacije. Če v epruveti pustimo stati kri brez dodatka 
antikoagulanta, nastane krvni strdek, preostane pa svetla tekočina, imenovana serum (serum = plazma  
brez fibrinogena).  
 
Med krvne celice uvrščamo rdeče krvne celice, bele krvne celice in krvne ploščice (slika 8).  
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Slika 8: Krvne celice, povzeto po [21]. 
 
Rdeče krvne celice ali eritrociti so brez jedra in vsebujejo hemoglobin, zaradi katerega je kri rdeče barve. 
V rdeči krvni sliki je pomemben parameter volumen stisnjenih eritrocitov ali hematokrit (Hct). Če krvi 
dodamo sredstvo proti strjevanju in jo centrifugiramo, se eritrociti stisnejo v stolpič in med njimi ostane 
zelo malo plazme. Razmerje med volumnom oziroma dolžino eritrocitnega stolpca in volumnom oziroma 
dolžino stolpca celotne krvi imenujemo volumen stisnjenih eritrocitov ali hematokrit. Pri zdravih ljudeh 
je hematokrit konstanten, njegove normalne vrednosti pa nihajo glede na starost in spol [23]:  
 
- odrasel moški: 0,40 do 0,54  
- odrasla ženska: 0,37 do 0,47  
 
Bele krvne celice oziroma levkociti se delijo na polimorfonuklearne levkocite (granulocite), limfocite in 
monocite [22]. V nasprotju z rdečimi krvnimi celicami lahko prehajajo skozi žilno steno. Granulociti so 
bela krvna telesca s paličastim ali segmentiranim jedrom. Agranulociti so bela krvna telesca brez vidnih 
zrnc (granulov) v citoplazmi, njihovo jedro je kroglasto ali ovalno (limfociti in monociti) [22]. Ker imajo 
limfociti glavno vlogo pri delovanju azatioprina, bodo v nadaljevanju nekoliko podrobneje predstavljeni.  
 
Trombociti ali krvne ploščice so brez jedra in sodelujejo pri strjevanju krvi [22].  
 
Hemoliza bioloških vzorcev je razpad rdečih krvnih celic, ki ga povzroči raztrganje celične membrane, 
posledica česar je sproščanje hemoglobina, bilirubina in soli [24]. Hemolitično plazmo ali serum 
prepoznamo po rdeči barvi, katere intenziteta se razlikuje glede na stopnjo hemolize. Hemoliza lahko 
vpliva na stabilnost učinkovine v bioloških vzorcih, kadar učinkovina ni stabilna zaradi encimov, ki se 
sprostijo iz eritrocitov. Pri učinkovinah, ki se prednostno vežejo na eritrocite, se lahko koncentracija v 
hemolitičnih vzorcih precej razlikuje od dejanske koncentracije v plazmi. Hemoliza lahko povzroči 
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matrični učinek - pri določanju učinkovin z metodo tekočinske kromatografije z masno spektrometrijo 
(LC-MS) se endogene komponente eluirajo skupaj z določevanim analitom in povzročijo zmanjšanje ali 
zvečanje signala in tako vplivajo na točnost in ponovljivost rezultatov [24]. 
 
1.5.1. Limfociti 
 
Limfocitne celice se razvijejo iz pluripotentne osnovne celice v kostnem mozgu. Njihovo dozorevanje in 
aktiviranje se odvija v limfatičnih tkivih ter organih povsod po telesu. V grobem jih razdelimo na 
limfocite B in limfocite T. Limfociti B nastajajo v kostnem mozgu, limfocitne prekurzorske celice, ki se 
bodo razvile v limfocite T, pa potujejo v timus oziroma priželjc. Limfociti B in T so v različnih limfatičnih 
organih različno razporejeni, najdemo pa jih predvsem v bezgavkah, vranici, krvi, limfi, mandljih in 
priželjcu. Limfociti se v organizmu premeščajo, njihovo kroženje pa je odločilno za pravočasen odziv na 
vdor antigenov [23]. 
 
1.5.1.1. Limfociti B 
 
V kostnem mozgu v procesu limfopoeze nastanejo zreli limfociti B, ki se naselijo v sekundarnih 
limfatičnih organih. Za pretvorbo v plazmatke, ki proizvajajo protitelesa, so potrebni membranski 
imunoglobulini, interlevkin 4, nekateri drugi interlevkini in interferon gama. Limfociti B, ki niso postali 
plazmatke, se spremenijo v spominske celice, ki imajo pomembno vlogo ob ponovnem stiku z antigenom 
(snov, ki pri vstopu v gostitelja povzroči imunski odziv). Posebna lastnost limfocitov B je, da poleg 
prepoznavanja antigenov opravljajo tudi predstavitev antigenov limfocitom T celicam pomagalkam. 
Limfociti B so torej lahko tudi antigen predstavitvene celice. To je mogoče zaradi posebnih molekul 
poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti (ang. major histocompatibility complex oziroma MHC) v 
membrani limfocitov B [23].  
 
1.5.1.2. Limfociti T 
 
Podobno kot limfociti B tudi limfociti T tvorijo množico podvrst limfocitov, ki so zmožni prepoznavati 
različne antigene. Po delovanju jih delimo v pet večjih  skupin: celice pomagalke, celice zaviralke, celice 
ubijalke, celice, ki sodelujejo pri reakciji pomešanih limfocitov in celice pozne preobčutljivosti. Pri 
celičnem imunskem odzivu imajo pomembno vlogo limfociti T celice pomagalke (CD4) in limfociti T celice 
ubijalke oziroma citotoksični limfociti (CD8). Limfociti T celice pomagalke nastopajo v več oblikah (Th0, 
Th1 in Th2). Celice Th1 aktivirajo makrofage in citotoksične limfocite T, celice Th2 pa limfocite B. 
Razlikujejo se po limfokinih, ki jih sintetizirajo in izločajo. Limfociti T celice ubijalke prepoznajo antigen 
drugače kot celice pomagalke. Ko prepoznajo antigen, začnejo proliferirati in dozorijo v ubijalske 
limfocite T. Ti se prilepijo ob tarčno celico in jo ubijejo neposredno ali pa izločijo topni citotoksin [23]. 
 
Na sliki 9 so predstavljene osnovne vrste limfocitov: 
a- limfocit B, katerega antigenski receptor je imunoglobulinska molekula (Ig);  
b- celica T pomagalka (Th), katere antigenski receptor je T-celični receptor (TCR), izraža pa še 
antigen CD4; 
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c- citotoksični limfocit T (Tc), katerega antigenski receptor je T-celični receptor (TCR), izraža pa še 
antigen CD8; 
d- celica naravna ubijalka (NK), ki ima molekuli CD56 in CD16.  
 
 
Slika 9: Osnovne vrste limfocitov, povzeto po [25]. 
 
1.6. Tehnika posušenih krvnih madežev 
 
1.6.1. Predstavitev 
 
Uporaba tehnike posušenega krvnega madeža (ang. dried blood spots oziroma DBS), pri kateri kapljico 
kri odvzamemo iz prsta ali pete in jo kanemo na papirček DBS, sega v leto 1960, ko jo je dr. Robert 
Guthrie začel uporabljati za določanje fenilalanina pri odkrivanju fenilketonurije pri novorojenčkih [26].  
 
Tehnika posušenega krvnega madeža ima številne prednosti pred tradicionalnimi biološkimi vzorci, kot 
so polna kri, plazma ali serum. Vzorce DBS lahko pridobimo manj invazivno, s preprostim vbodom v prst, 
peto ali ušesno mečico. Možna je tudi uporaba venske krvi, ki jo s primerno pipeto nanesemo na 
papirček. Vzorce DBS lahko jemljejo odrasli z minimalnim predhodnim znanjem in so zato lahko 
enostavno in brez posebnih stroškov odpremljeni v laboratorij. Takšno zbiranje vzorcev zmanjša 
možnost infekcije in zmanjša volumen krvi, ki je potreben za vzorčenje (manj kot 100 μL v primerjavi z 
0,5 do 10 mL krvi, ki jo odvzamemo pri običajnem vzorčenju) [26,27].  
 
Shranjevanje in transport vzorcev sta enostavna, saj vzorci na papirčku ne zahtevajo posebnega 
rokovanja in v večini primerov ne potrebujejo hlajenja oziroma zamrzovanja [27].  
 
Kljub številnim prednostim pa ima tehnika posušenega krvnega madeža tudi slabosti oziroma 
posebnosti, ki jih moramo upoštevati in ovrednotiti pri validaciji metode. Posebno pozornost moramo 
nameniti volumnu vzorca, vrednosti hematokrita, porazdelitvenemu učinku, izkoristku, antikoagulantu in 
lastnostim papirčka. Pomislek, ki se pojavi pri tehniki posušenega krvnega madeža, je tudi homogenost 
vzorca in posledična variabilnost med vzorci. Raziskave vključujejo iskanje najbolj primernega mesta za 
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odvzem krvi, iskanje primernega volumna vzorca, nanešenega na papirček, iskanje primerne kvalitete 
papirčka in podobno [27]. 
 
1.6.2. Posebnosti tehnike posušenih krvnih madežev 
 
1.6.2.1. Transport vzorcev 
 
Pred transportom moramo biti pozorni na pravilno sušenje in shranjevanje vzorcev. Vzorci morajo biti po 
nanosu skrbno posušeni na zraku, pri sobni temperaturi (18 – 25 °C), v vodoravni legi, minimalno 2-3 h. 
Krvni madeži med sušenjem ne smejo priti v stik z drugimi snovmi, papirčki ne smejo biti naloženi eden 
na drugega, zaščiteni morajo biti pred neposredno sončno svetlobo in viri toplote [27].  
 
Transport vzorcev lahko poteka pri sobni temperaturi, papirčki niso obravnavani kot nevarni oziroma 
posebni tovor, zato je transport enostaven in hiter [27].  
 
1.6.2.2. Vpliv hematokrita 
 
Pri zdravih ljudeh so vrednosti hematokrita konstantne, medtem ko pri določeni populaciji, kot so npr. 
otroci in bolniki, vrednosti hematokrita močno nihajo.  
 
Hematokrit je prepoznan kot najpomembnejši parameter, ki vpliva na širjenje krvi po nanosu na 
papirček. Hematokrit vpliva na pravilnost rezultatov, dobljenih z metodami DBS, saj vpliva na obliko 
krvnega madeža, velikost krvnega madeža, čas sušenja, homogenost ter posledično na robustnost in 
ponovljivost metode [28].  
 
Osnovna ideja metode DBS je, da kapljo krvi kanemo na papirček in iz središča nanešene krvi izrežemo 
krvni madež s konstantnim premerom. Krvni madež obdelamo po predpisanem postopku in ekstrakt 
injiciramo v LC-MS/MS oziroma drug ustrezen sistem. Problem se pojavi pri nanosu krvi, katere 
hematokrit se nahaja izven območja običajnih vrednosti, saj nizke oziroma visoke vrednosti lahko 
vplivajo na točnost rezultatov in tako zmanjšajo zanesljivost tehnike DBS. Nizke vrednosti hematokrita so 
pogoste pri posameznih skupinah bolnikov, kot so imunsko oslabljeni in rakavi bolniki, medtem ko so 
visoke vrednosti značilne za novorojenčke in za ljudi, ki živijo na visoki nadmorski višini.  
 
Za pravilno oceno vpliva hematokrita lahko skupni vpliv hematokrita razdelimo na tri podskupine: vpliv 
hematokrita na površino krvnega madeža, vpliv hematokrita na izkoristek ekstrakcije in vpliv 
hematokrita na matrični učinek [29,30].  
 
Največkrat citiran in najbolj raziskan je vpliv hematokrita na površino krvnega madeža, ki je posledica 
različnega širjenja krvi na papirčku; kri z visoko vrednostjo hematokrita (npr. 0,50) se širi počasneje kot 
kri z nizko vrednostjo hematokrita (npr. 0,30). Razlika v širjenju krvi vpliva na površino krvnega madeža, 
kar lahko vodi do napake v primeru, ko iz nanešene krvi iz sredine izrežemo krvni madež s konstantnim 
premerom. V tem primeru obstaja možnost, da bodo rezultati pri krvnih madežih z visoko vrednostjo 
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hematokrita previsoki, rezultati pri krvnih madežih z nizko vrednostjo hematokrita pa nižji od rezultatov 
pri krvi z normalno vrednostjo hematokrita [29,30]. Vpliv hematokrita na površino krvnega madeža 
lahko odstranimo tako, da na papirček nanesemo natančno odmerjen volumen krvi, za nadaljnjo 
pripravo pa izrežemo celotni krvni madež.  
 
Vpliv hematokrita na izkoristek ekstrakcije je potrebno upoštevati pri metodah, pri katerih je interni 
standard dodan v ekstrakcijsko topilo in tako ni integriran v biološko matrico.  S tem je  onemogočena 
korekcija napake, do katere pride zaradi različnega izkoristka pri ekstrakciji analita iz posušenih krvnih 
madežev. Vpliv hematokrita na izkoristek ekstrakcije lahko odstranimo tako, da interni standard dodamo 
pred stopnjo ekstrakcije - lahko ga dodamo v polno kri pred nanosom na papirček, napršimo na krvni 
madež pred ekstrakcijo ali nanesemo na papirček pred nanosom krvi [30].  
 
Različne vrednosti hematokrita lahko vplivajo tudi na matrični učinek, saj posušeni krvni madeži z 
različnimi vrednostmi hematokrita predstavljajo različne biološke matrice in s tem možnost za različne 
odzive pri metodi LC-MS/MS [29].    
 
Prispevek posamezne podskupine (tj. vpliv na površino krvnega madeža, izkoristek ekstrakcije in matrični 
učinek) k skupnemu vplivu hematokrita je prikazan na sliki 10. Pri pripravi je bil uporabljen  natančen 
volumen nanosa krvi, po nanosu pa izrezan krvni madež s konstantnim premerom [30]. 
 
 
Slika 10: Vpliv posamezne podskupine na skupen vpliv hematokrita, povzeto po [30]. 
 
Iz predstavitve vpliva posamezne podskupine na sliki 10 je razvidno, da sta z naraščajočo vrednostjo 
hematokrita vpliv na površino krvnega madeža in vpliv na izkoristek ekstrakcije enako velika, vendar 
delujeta v nasprotnih smereh. V primeru, ko med pripravo vzorcev ne odstranimo nobenega od obeh 
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vplivov, se torej lahko medsebojno izničita. Pri tem se moramo zavedati, da je v primeru, ko odstranimo 
samo enega od obeh vplivov (npr. da namesto krvnega madeža s konstantnim premerom izrežemo 
celotni krvni madež), prispevek drugega vpliva k celotnemu vplivu bolj opazen. Izkazalo se je tudi, da je 
vpliv hematokrita na izkoristek ekstrakcije bistveno večji v primeru, ko so vrednosti celokupnega 
izkoristka nizke (≤60 %). Iz sheme je razvidno še, da vpliv hematokrita na matrični učinek ne kaže 
posebnega trenda, njegov prispevek k celotnemu vplivu pa je majhen [30]. 
 
Med razvojem bioanalizne metode DBS je pomembno, da natančno raziščemo vsakega od prispevajočih 
dejavnikov in upoštevamo njihov medsebojni vpliv, saj v nasprotnem primeru povečamo tveganje za 
netočne rezultate.  
 
Obstaja več načinov, kako zmanjšati oziroma odstraniti vpliv hematokrita na točnost in zanesljivost 
analiznih rezultatov. Pri tem je potrebno omeniti, da s tovrstnimi pristopi zmanjšujemo osnovni namen 
tehnike DBS – to je enostavno in stroškovno nezahtevno pridobivanje vzorcev, za katerega medicinsko 
znanje ni potrebno.  
 
Med obetavnimi pristopi, s katerimi omejimo vpliv hematokrita na pravilno vrednotenje rezultatov, 
lahko v literaturi zasledimo:   
 
➢ nanos točnega volumna krvi s pipeto ali z mikrokapilaro, točno odmerjenemu volumnu sledi 
izrez celotne krvnega madeža. Uporaba pipete ali mikrokapilare zahteva laboratorijski odvzem 
krvi, s čimer se zmanjša enostavnost tehnike DBS [29]; 
➢ volumetrični odvzem krvi, pri katerem ni potrebno medicinsko osebje; razvite so bile tehnike, 
kot sta »HemaPEN«, pri kateri mora bolnik poskrbeti le za stik med kapljo krvi in konico 
naprave, in »VAMS«, ki je osnovana na volumetrični absorptivni tehnologiji [29]; 
➢ priprava posušenih madežev plazme; vplivu hematokrita se lahko izognemo tudi tako, da 
namesto polne krvi uporabimo plazmo, katero nanesemo na papirček in pripravimo posušene 
madeže plazme (ang. dried plasma spots oziroma DPS). Uporaba plazme zahteva daljšo pripravo 
vzorca, saj je potrebno centrifugiranje, kar praktično onemogoči možnost samostojnega 
odvzema. Objavljene so metode na osnovi membrane za filtracijo eritrocitov, ki omogočajo 
odvzem plazme brez centrifugiranja, vendar so potrebne nadaljnje raziskave, ki bi potrdile 
njihovo zanesljivost in uporabnost v praksi [29]; 
➢ uporaba različnih materialov papirčkov, ki odstranijo oziroma zmanjšajo vpliv hematokrita [29]; 
➢ merjenje hematokrita v vzorcih DBS. Vrednost hematokrita nam omogoči uporabo 
korekcijskega faktorja za izračun pravilnih rezultatov, prav tako nam omogoči, da preverimo, če 
je vzorec znotraj validiranega območja ali po potrebi preračunamo koncentracije DBS v 
plazemsko koncentracijo. Za določenje vrednosti Hct iz posušenih krvnih madežev so bile 
objavljene številne analizne metode; pri metodah gre večinoma za merjenje endogenih 
komponent, ki izvirajo iz rdečih krvnih celic in katerih koncentracija korelira z vrednostjo Hct.  
Ločimo lahko med nedestruktivnimi metodami, kot so spektrometrija UV-VIS [31], bližnja 
infrardeča spektroskopija [32] in slikovne metode [33], ter destruktivnimi metodami, ki med 
Teoretični del 
24 
 
drugim temeljijo na določanju koncentracije hemoglobina [34], kalijevih ionov [35] ali 
maščobnih komponent v celični membrani [36].   
 
1.6.2.3. Volumen vzorca 
 
Različni volumni nanosa krvi, ki jo kanemo na papirček, lahko vplivajo na koncentracijo analita, če 
predpostavimo, da je vrednost hematokrita konstantna in koncentracijo določamo iz točno določene 
velikosti krvnega madeža, npr. z uporabo luknjača. V literaturi najdemo različne podatke; od primerov, 
ko so določene koncentracije analitov pri krvnih madežih z manjšim volumnom nanosa nižje od 
določenih koncentracij analitov pri krvnih madežih z večjim volumnom nanosa, pa do primerov, kjer 
volumen nanosa nima vpliva na določeno koncentracijo analita. Vpliv volumna nanosa na odziv analita 
mora biti pri razvoju metode skrbno raziskan in validiran [27].  
 
1.6.2.4. Homogenost vzorca in migracijski učinek 
 
Poleg vpliva hematokrita in volumna nanosa vzorca moramo biti pri razvoju metode DBS pozorni na 
morebitno nehomogenost vzorca in migracijski učinek, ki se lahko pojavita zaradi interakcije krvi in/ali 
analita s komponentami papirčka. Nehomogenost vzorca in migracijski učinek lahko vplivata na 
koncentracijo analita znotraj istega krvnega madeža (razlika med koncentracijo analita v centru in na 
obrobju krvnega madeža) ali pa na  koncentracijo analita, ki jo določimo v skupini enakih krvnih 
madežev. Nehomogenost vzorca se kaže kot padanje koncentracije analita proti obrobju krvnega 
madeža ali pa obratno kot »vulkanski« učinek, pri katerem je koncentracija analita na obrobju krvnega 
madeža večja od koncentracije analita v centru krvnega madeža [27].  
 
1.6.2.5. Ekstrakcija vzorca 
 
Ekstrakcija vzorcev DBS običajno poteka z ekstrakcijskim topilom, kateremu je dodan interni standard. 
Smiselno je, da izberemo ekstrakcijsko topilo, ki je sposobno prekiniti vezi med analitom in 
komponentami krvi ter komponentami papirčka in ne vsebuje prevelikega odstotka vode. Voda poleg 
ekstrakcije metabolitov olajša tudi ekstrakcijo hemoglobina in ostalih polarnih komponent v krvi, kar 
lahko povzroči bistveno večji matrični učinek, kot bi ga povzročila izbira nevodnih topil.  Najpogosteje se 
uporablja mešanica organskega topila (metanol, acetonitril) in vode, glede na fizikalno-kemijske lastnosti 
analita pa lahko učinkovitost ekstrakcije povečamo tudi z dodatkom pufra [27].  
 
1.6.2.6. Stabilnost vzorcev 
 
Shranjevanje vzorcev DBS je večinoma enostavnejše od shranjevanja ostalih bioloških vzorcev. Za večino 
analitov je primerno shranjevanje pri sobni temperaturi, za posamezne analite pa je v primeru 
dolgoročnega shranjevanja potrebna nižja temperatura. Pri številnih  vzorcih lahko posušeni krvni 
madeži zaščitijo nestabilni analit pred razkrojem oziroma upočasnijo proces razgradnje [26].  
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Včasih so lahko sicer stabilni vzorci DBS obravnavani kot nestabilni zaradi drugačnih razlogov, kot sta 
npr. spremenjeni izkoristek ekstrakcije zaradi staranja vzorca ali spremenjena vlažnost staranega 
papirčka v primerjavi s papirčkom pri sveže pripravljenih vzorcih. V takšnih primerih interni standard, ki 
je dodan v ekstrakcijsko topilo, ne more korigirati vpliva zunanjih faktorjev [27].  
 
1.6.3. Primerjava med plazmo in posušenimi krvnimi madeži  
 
Namen določevanja koncentracije učinkovine iz polne krvi, plazme, seruma ali krvnih celic je določiti 
vrednost, ki natančno predstavlja koncentracijo v času vzorčenja. Izbira biološke matrice mora biti 
utemeljena na podlagi poznavanja porazdelitve učinkovine v biološkem vzorcu.  
 
Kapilarna kri, ki se uporablja za tehniko posušenega krvnega madeža, je mešanica venske, arterijske in 
kapilarne krvi ter intracelularne in intersticijske tekočine. Zaradi arterijske komponente lahko pride do 
razlik med določeno koncentracijo učinkovine v venski krvi in koncentracijo učinkovine v kapilarni krvi, 
nanešeni na papirček [37].  
 
Upoštevati moramo še, da kapilarna kri, ki jo kanemo neposredno na papirček, ne vsebuje 
antikoagulanta, medtem ko je pri standardih in pri kontrolnih vzorcih, ki jih uporabljamo za razvoj in 
validacijo metode, antikoagulant vsebovan že v predhodno odvzeti venski krvi (v večini primerov se 
uporablja EDTA) [37].  
 
Razmerje polna kri/plazma in vpliv hematokrita 
Plazma je največkrat uporabljena matrica pri analizi bioloških vzorcev, zato je pri učinkovinah, ki jih 
določamo v polni krvi, priporočeno narediti primerjavo med koncentracijo učinkovine v polni krvi, 
nanešeni na papirček, in koncentracijo učinkovine v plazmi.  
 
Tako v plazmi kot v krvnih celicah je del učinkovine prost, del pa vezan na plazemske proteine oziroma  
celične komponente (slika 11).  
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Slika 11: Porazdelitev učinkovine med plazmo in krvne celice; cu je koncentracija nevezane učinkovine v 
plazmi, cb pa koncentracija vezane učinkovine v plazmi ali v krvnih celicah, povzeto po [38]. 
 
Ker je določanje koncentracije nevezane učinkovine v plazmi zahtevno, se pri rutinskih analizah 
največkrat uporabljajo metode, pri katerih se določa celokupna koncentracija v plazmi ali v polni krvi. V 
večini primerov lahko z določanjem celokupne koncentracije v plazmi ali v polni krvi ustrezno 
nadomestimo določanje koncentracije nevezane učinkovine v plazmi, obstajajo pa tudi primeri, pri 
katerih celokupna koncentracija ni ustrezen približek koncentraciji nevezane učinkovine v plazmi. Pri 
razvoju metode je potrebno takšne primere raziskati in ustrezno ovrednotiti [38].  
 
 V ravnotežju lahko razmerje med celokupno koncentracijo učinkovine v plazmi ali v polni krvi in 
koncentracijo nevezane učinkovine v plazmi izrazimo z enačbama 4 in 5.  
 
𝒄𝒑𝒍 =
𝒄𝒖
𝒇𝒖
  
Enačba 4: Razmerje med celokupno koncentracijo učinkovine v plazmi (cpl) in koncentracijo nevezane 
učinkovine v plazmi (cu); fu je oznaka za delež nevezane učinkovine v plazmi [38]. 
 
𝒄𝒃 = [
𝟏 − 𝑯
𝒇𝒖
+ 𝑯 × 𝝆] × 𝒄𝒖 
Enačba 5: Razmerje med celokupno koncentracijo učinkovine v polni krvi (cb) in koncentracijo nevezane  
učinkovine v plazmi; H je oznaka za hematokrit,  ρ oznaka za delež učinkovine v krvnih celicah [38]. 
 
Iz zgornjih enačb je razvidno, da je celokupna koncentracija učinkovine v plazmi sorazmerna 
koncentraciji nevezane učinkovine v plazmi, če je delež nevezane učinkovine v plazmi konstanten.  
Podobno je celokupna koncentracija učinkovine v polni krvi sorazmerna koncentraciji nevezane 
učinkovine v plazmi, če so vrednost hematokrita, delež nevezane učinkovine v plazmi in delež učinkovine 
v krvnih celicah konstantni.  
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V primerih, kjer so opisane zahteve izpolnjene, sta polna kri (oziroma tehnika DBS) in plazma 
enakovredni biološki matrici. V primerih, ko se eden ali več zgoraj opisanih parametrov s časom 
spreminja, pa je izbira ustrezne matrice odvisna od razmerja med koncentracijo učinkovine v polni krvi in 
koncetracijo učinkovine v plazmi (R; enačba 6).  
 
𝑹 =  
𝒄𝒃
𝒄𝒑𝒍
 
Enačba 6: Razmerje med koncentracijo učinkovine v polni krvi in v plazmi.  
 
Večina učinkovin z visoko afiniteto do plazemskih proteinov se v krvne celice ne porazdeljuje oziroma se 
v njih zadržuje minimalno. Pri takšnih učinkovinah je R nizek, med 0,55 in 0,60, krvne celice pa v bistvu  
delujejo kot topilo za plazmo. V takšnih primerih je primerna uporaba obeh matric, pozorni moramo biti 
le na večja nihanja v vrednosti hematokrita, npr. pri bolnikih z anemijo ali v primerih, ko sama 
učinkovina vpliva na spremembo vrednosti hematokrita [38]. 
Nekatere učinkovine vstopajo v krvne celice, vendar se ne vežejo na proteine v celicah, prav tako se ne 
vežejo na plazemske proteine. V takšnih primerih je R približno 1, celokupna koncentracija učinkovine v 
polni krvi pa je praktično enaka koncentraciji nevezane učinkovine v plazmi. Plazma in polna kri sta pri 
takšnih učinkovinah enakovredni matrici [38]. 
 
Pri učinkovinah, ki se vežejo tako na plazemske proteine kot na proteine v krvnih celicah, je pomembo, 
da vemo kateri parameter, delež nevezane učinkovine v plazmi (fu) ali delež učinkovine v krvnih celicah 
(ρ) ima večji vpliv na razmerje med koncentracijo nevezane učinkovine v plazmi in celokupno 
koncentracijo v polni krvi. V primeru, da je R ≥ 1,5, ima večji vpliv na omenjeno razmerje ρ. Če se 
odločimo za uporabo polne krvi, je zato pomembno, da poznamo vrednost ρ oziroma da v primerih, ko 
vrednost ρ ni konstantna, poznamo razloge za njeno nihanje. Če je nihanje majhno, je polna kri 
primernejša matrica od plazme. Previdnost je potrebna pri učinkovinah, pri katerih je R > 2. Takšne 
učinkovine imajo visoko afiniteto do vezavnih mest v eritrocitih, vrednost ρ pa se lahko spreminja, npr. 
zaradi nasičenja vezavnih mest na eritrocitih. V takšnih primerih je potrebno paziti na pravilno 
interpretacijo farmakokinetičnih rezultatov, če kot matrico uporabljamo polno kri, kljub temu pa je 
lahko, zaradi možne hemolize in temperaturne odvisnosti vezave na eritrocite, tudi pri teh učinkovinah 
polna kri primernejša matrica od plazme [38]. 
 
Na koncu lahko omenimo še to, da se učinkovine v krvne celice porazdeljujejo z različno hitrostjo. 
Običajno je ta proces izredno hiter in ne vpliva na izbiro matrice. V posameznih primerih pa je čas za 
vzpostavitev ravnotežja med koncentracijo v plazmi in koncentracijo v krvnih celicah dolg in je plazma 
primernejša biološka matrica. Če pa gre za učinkovine, ki se močno vežejo na eritrocite in pri katerih so 
eritrociti hkrati tudi tarčno mesto delovanja, ima uporaba polne krvi prednost pred uporabo plazme 
[38]. 
 
V preglednici 2 je prikazano, kako različne vrednosti R, Hct, fu in ρ vplivajo na izbiro biološke matrice.   
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Preglednica 2: Izbira biološke matrice glede na vrednosti R, Hct, fu in ρ, povzeto po [38]. 
 
R hematokrit fu ρ uporaba plazme/polne krvi 
0,55 < 2,0 konstanten konstanten konstanten obe matrici sta primerni 
0,55 < 2,0 konstanten se spreminja konstanten obe matrici sta primerni, vendar je potrebno 
poznati razlog za nihanje deleža nevezanega 
zdravila v plazmi in ga ustrezno ovrednotiti 
≥ 2,0 konstanten konstanten konstanten uporaba polne krvi ima zaradi možne hemolize 
prednost pred uporabo plazme 
≥ 2,0 konstanten se spreminja konstanten uporaba polne krvi ima zaradi možne hemolize 
prednost pred uporabo plazme 
≥ 2,0 konstanten konstanten se 
spreminja 
obe matrici sta primerni, vendar je v primeru 
uporabe polne krvi potrebno poznati razlog za 
spreminjanje vrednosti ρ in ga ustrezno ovrednotiti 
vse vrednosti se spreminja konstanten/ 
se spreminja 
konstanten/ 
se 
spreminja 
izbira matrice je odvisna od vrednosti R, izberemo 
jo na podlagi zgoraj opisanih primerov, pri uporabi 
polne krvi pa moramo v primerih, ko je R ≈ 0,55 ali 
> 2,0, upoštevati vrednost hematokrita  
 
1.7. Pregled analiznih metod za določanje metabolitov azatioprina  
 
V preglednici 3 je zbran kratek pregled pomembnejših analiznih metod za določanje metabolitov 
azatioprina v različnih bioloških matricah.
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Preglednica 3: Pregled analitike metabolitov azatioprina. 
 
literaturni 
vir 
analit preiskovani del 
krvi 
metoda interni standard območje metode/LLOQ novosti ob razvoju 
[20] 6-TG in 6-MMP 
bazi 
rdeče krvne celice LC-MS/MS 8-bromoadenozin LLOQ: 
18 pmol/8x108 RBC za 6-TG in  
110 pmol/8x108 RBC za 6-MMP 
prva metoda LC-MS/MS za določanje koncentracije 6-TG in 6-MMP v 
rdečih krvnih celicah  
[39] 6-TG in 6-MMP 
nukleotida in 
nukleozida 
bele krvne celice UPLC-MS/MS 5'-amino-deoksi-
timidin 
0,048 – 25 ng/mL prva metoda za določanje koncentracije G-TG in 6-MMP nukleotidov in 
nukleozidov v belih krvnih celicah  
[40] 11 tiopurin 
nukleotidov 
(TGMP, TGDP, 
TGTP, MeTGMP, 
MeTGDP, 
MeTGTP, TIMP, 
TITP, MeTIMP, 
MeTIDP, MeTITP) 
rdeče krvne celice LC-MS/MS devterirani interni 
standardi za vse 
analite 
20 pmol/mL – 8.0 nmol/mL (TGMP, 
TGDP, TGTP, MeTGMP, MeTGDP, 
MeTGTP, TIMP, TITP) 
 
100 pmol/mL – 40 nmol/mL (MeTIMP, 
MeTIDP, MeTITP) 
prva metoda za istočasno določanje koncentracije 11 nukleotidov, ki so 
pomembni za razumevanje metabolizma tiopurinov 
 
 
 
 
  
[41] 6-TG in 6-MMP 
bazi 
rdeče krvne 
celice,  
polna kri 
HPLC 5-bromo-uracil 19 pmol/8x108 RBC (LLOQ za oba 
analita) 
 
 
  
metoda za določanje koncentracije obeh analitov v polni krvi in v rdečih 
krvnih celicah; potrjena korelacija med rezultati v obeh matricah 
[42] TGMP, TGDP, 
TGTP, MeTIMP, 
MeTIDP, MeTITP 
rdeče krvne celice HPLC etilmerkaptopurin LLOQ:  
0,3, 3, 2, 30, 30 and 40 pmol/8x108 RBC 
za TGMP, TGDP, TGTP, MeTIMP, 
MeTIDP in MeTITP 
metoda za določanje koncentracije 6-TG in 6-MMP nukleotidov; s podatki 
o koncentraciji posameznih nukleotidov je možno pridobiti več podatkov o 
poteku metabolizma 
[43] 6-TG in 6-MMP 
bazi 
rdeče krvne celice HPLC / LLOQ: 
0,1 μmol/L RBC  za 6-TG in  
0,3 μmol/L RBC  za 6-MMP   
metoda za istočasno določanje 6-TG in 6-MMP v rdečih krvnih celicah 
[44] 6-TG in 6-MMP 
bazi 
polna kri LC-MS/MS devterirana interna 
standarda 
LLOQ:  
30 pmol/0,2 mL krvi za oba analita 
metoda za istočasno določevanje 6-TG in 6-MMP v polni krvi z uporabo 
devteriranih internih standardov 
[45] 6-TG in 6-MMP 
bazi 
rdeče krvne celice LC-MS/MS devterirana interna 
standarda 
0,1 – 10 μmol/L za 
6-TG  
0,5 – 100 μmol/L za 6-MMP 
ovrednotenje stabilnosti obeh analitov v rdečih krvnih celicah in polni krvi 
pri različnih pogojih 
[46] 6-MP, 6-MMP in 
6-TGMP 
DBS UPLC-MS/MS 5-fluorouracil 25,5 – 1020 ng/mL za 6-MP in 6-MMP 
ter 51 – 1020 µg/L za 6-TGMP  
metoda DBS  za istočasno določanje 6-MP, neaktivnega metabolita 6-MMP 
in aktivnega metabolita 6-TGMP 
LLOQ – spodnja meja določljivosti (ang. lower limit of quantification)
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Analitika metabolitov 6-TG in 6-MMP je dobro razvita, v literaturi najdemo veliko objavljenih metod. Na 
začetku so bile večinoma razvite metode HPLC-UV, v zadnjih letih pa narašča število metod LC-MS/MS 
oziroma UPLC-MS/MS. V preglednici 3 je zbranih nekaj reprezentativnih metod, ostale objavljene 
metode pa zaradi premajhnih vsebinskih razlik niso vključene.  
 
Metode se večinoma razlikujejo v vrsti analita, preiskovanem delu krvi, instrumentalni metodi, pripravi 
vzorca in izbiri internega standarda.  
 
Oba analita se lahko določa v obliki nukleotidov, nukleozidov ali baz. Od izbire vrste analita je odvisna 
tudi priprava vzorcev; pri vseh je potrebno oboriti in odstraniti plazemske proteine, pri pripravi ribozidov 
je potrebna defosforilizacija nukleotidov, pri pripravi baz pa je glavna reakcija hidroliza vzorcev. 
Najzahtevnejše je določanje posameznih nukleotidov (monofosfat-, difosfat- in trifosfat-nukleotidov), s 
katerimi dobimo najširši vpogled v kompleksen metabolizem azatioprina. Na izbiro vrste analita torej 
vpliva tudi namen analizne metode. V primeru, da je metoda namenjena preučevanju metabolizma, je 
najprimernejše, da analite določamo v obliki nukleotidov, če pa je metoda namenjena rutinskemu 
spremljanju koncentracij metabolitov, je bolj pogosta priprava analitov v obliki baz. 
 
Praktičen vidik priprave vzorcev ima precejšen vpliv tudi na izbiro biološke matrice. Tiopurini učinkujejo 
predvsem na bele krvne celice, ker pa je rdečih krvnih celic mnogo več in je njihova ločitev od plazme 
nezahtevna, se rdeče krvne celice pogosto uporabljajo kot nadomestna matrica. Pri večini metod so bile 
tako uporabljene rdeče krvne celice ali polna kri, lahko tudi kombinacija obeh, manj pogoste pa so 
metode, pri katerih so bile kot biološka matrica izbrane bele krvne celice. Ker se metaboliti azatioprina in 
6-MP večinoma zadržujejo v celicah, je izbira plazme kot biološke matrice neprimerna. Obstajajo 
metode, pri katerih  se za določanje koncentracij uporabljajo plazemski vzorci, vendar so takšne metode 
namenjene določanju koncentracije azatioprina in 6-MP pred sistemskim metabolizmom [47].  
 
Metode se razlikujejo še v uporabi internega standarda; pri starejših metodah so se večinoma uporabljali 
interni standardi podobnih spojin, v zadnjih letih pa narašča uporaba devteriranih oziroma izotopsko 
označenih internih standardov, s katerimi se napaka zaradi učinka matrice in priprave vzorcev zmanjša.  
 
1.8. Validacija metode posušenih krvnih madežev 
 
Namen validacije bioanalizne metode je dokazati zanesljivost izbrane metode za določanje koncentracije 
učinkovine v bioloških vzorcih, kot so kri, serum, plazma, urin ali slina. Določanje koncentracije 
učinkovine pri toksikokinetičnih, farmakokinetičnih in bioekvivalenčnih študijah je pomemben del 
razvoja farmacevtskega izdelka, zato je polna validacija metode, izvedena po smernicah in priporočilih 
regulatornih organov, obvezna.  
 
Pri validaciji bioanaliznih metod sledimo smernicam EMA (»European Medicines Agency«)[48] in FDA 
(»Food and Drug Administration«) [49], ker pa so posušeni krvni madeži poseben primer bioloških 
vzorcev, ki jih smernice EMA in FDA posebej ne obravnavajo, moramo pri validaciji tovrstnih metod 
slediti tudi priporočilom EBF (»European Bioanalysis Forum«) in ostali literaturi [50,51].  
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Osnovni validacijski parametri bioanalizne metode:  
 
1.8.1. Selektivnost 
 
Analizna metoda mora zagotavljati ločitev analita in internega standarda od endogenih komponent v 
matrici oziroma od drugih komponent v vzorcu. Priporočljivo je, da se uporabi šest različnih virov 
biološke matrice. Metoda je selektivna, če je odziv v slepem vzorcu manjši od 20 % odziva analita na 
spodnji meji določljivosti oziroma manjši od 5 % odziva internega standarda [48,49].  
 
1.8.2. Spodnja meja določljivosti 
 
Spodnja meja določljivosti (LLOQ) predstavlja najnižjo koncentracijo analita, ki jo še lahko določimo s 
sprejemljivo točnostjo in natančnostjo. Odziv analita na spodnji meji določljivosti mora biti vsaj 5x višji 
od odziva v slepem vzorcu. Spodnjo mejo določljivosti predstavlja najnižja koncentracija standarda v 
kalibracijski krivulji [48,49].  
 
1.8.3. Kalibracijska (umeritvena) krivulja 
 
Kalibracijski standardi morajo biti pripravljeni v isti matrici kot vzorci v načrtovani študiji. V primeru, da 
analiziramo več analitov, mora biti za vsak analit pripravljena svoja kalibracijska krivulja. V krivuljo mora 
biti poleg slepega (matrica brez analita in internega standarda) in ničelnega vzorca (matrica brez analita, 
vendar z internim standardom) vključenih še minimalno šest kalibracijskih standardov (kalibratorjev), ki 
morajo pokrivati  celotno kalibracijsko območje. Za matematični model, ki podaja odvisnost odziva 
analita od njegove koncentracije, mora biti uporabljen čim enostavnejši regresijski model. Zaželjena je 
linearna zveza, v praksi pa se pogosto uporablja utežena linearna regresija, ki uravnovesi nehomogenost 
standardnih odmikov v območju določanja.  
 
Validacija mora obsegati pripravo najmanj treh kalibracijskih krivulj [48,49].  
 
1.8.4. Točnost in natančnost 
 
Točnost opisuje ujemanje določane koncentracije analita z nominalno koncentracijo in je podana v 
odstotkih (%). Natančnost opisuje medsebojno ujemanje določitev večkrat pripravljenega vzorca in je 
običajno izražena kot relativni standardni odmik (RSD).  
 
Za oceno točnosti in natančnosti pripravimo kontrolne (QC) vzorce, priprava pa mora biti popolnoma 
ločena od priprave kalibratorjev. Pripravimo najmanj štiri QC vzorce: prvega na spodnji meji določljivosti, 
drugega znotraj 3x koncentracije spodnje meje določljivosti, tretjega v 30 – 50 % območja kalibracijske 
krivulje in četrtega na minimalno 75 % območja kalibracijske krivulje. Vsakega od QC vzorcev pripravimo 
v najmanj petih paralelkah. Preverjamo točnost in natančnost znotraj dneva ter točnost in natančnost 
med dnevi. Točnost določitve QC vzorcev mora biti znotraj ±15 % nominalne koncentracije, z izjemo 
kalibratorja na spodnji meji določljivosti, ki lahko odstopa ±20 %. Relativni standardni odmik QC vzorcev 
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ne sme presegati 15 %, z izjemo vzorca na spodnji meji določljivosti, pri katerem je maksimalni dovoljeni 
odmik 20 % [48,49].  
 
1.8.5. Absolutni in relativni matrični učinek, učinkovitost procesa in izkoristek ekstrakcije 
 
Pri analitiki LC-MS se zaradi znanega matričnega učinka odziv analita lahko zniža (ang. ion suppression) 
ali zviša (ang. ion enhacement), zato je ocena matričnega učinka med validacijo izredno pomembna. 
Najpogosteje se uporablja pristop Matuszewskega [52], ki zahteva pripravo treh nizov vzorcev. Za prvi 
niz (A) pripravimo najmanj dva kontrolna vzorca po običajnem postopku, največkrat izberemo nizek 
(znotraj 3x koncentracije spodnje meje določljivosti) in visok (na minimalno 75 % območja kalibracijske 
krivulje) kontrolni vzorec. Za drugi niz (B) pripravimo čiste raztopine analitov, ki predstavljajo 100 % 
izkoristek glede na izbrana kontrolna vzorca, za tretji niz (C) pa ekstraktu slepe krvi dodamo raztopine 
čistih analitov. Zaželjeno je, da uporabimo najmanj šest različnih virov krvi. S primerjavo prvega in 
tretjega niza vzorcev lahko izračunamo izkoristek ekstrakcije, s primerjavo tretjega in drugega niza 
vzorcev absolutni matrični učinek, s primerjavo prvega in drugega niza vzorcev pa učinkovitost postopka 
priprave. Izkoristek ekstrakcije, absolutni matrični učinek in učinkovitost postopka priprave izračunamo 
po enačbah 7-9.  
 
𝑰𝒛𝒌𝒐𝒓𝒊𝒔𝒕𝒆𝒌 𝒆𝒌𝒔𝒕𝒓𝒂𝒌𝒄𝒊𝒋𝒆 =
𝑨
𝑪
× 𝟏𝟎𝟎% 
Enačba 7: Izračun izkoristka ekstrakcije. 
 
𝑨𝒃𝒔𝒐𝒍𝒖𝒕𝒏𝒊 𝒎𝒂𝒕𝒓𝒊č𝒏𝒊 𝒖č𝒊𝒏𝒆𝒌 =  
𝑪
𝑩
× 𝟏𝟎𝟎% 
Enačba 8: Izračun absolutnega matričnega učinka. 
 
𝑼č𝒊𝒏𝒌𝒐𝒗𝒊𝒕𝒐𝒔𝒕 𝒑𝒐𝒔𝒕𝒐𝒑𝒌𝒂 𝒑𝒓𝒊𝒑𝒓𝒂𝒗𝒆 =
𝑨
𝑩
× 𝟏𝟎𝟎% 
Enačba 9: Izračun učinkovitosti postopka priprave. 
 
Relativni standardni odmik matričnega učinka iste koncentracije analita, pripravljenega iz različnih virov 
krvi, ne sme biti večji od 15 % [48,49].   
 
Še pomembnejše od vrednotenja absolutnega matričnega učinka je vrednotenje relativnega matričnega 
učinka, pri katerem primerjamo naklone umeritvenih krivulj kalibracijskih standardov, pripravljenih iz 
najmanj šestih različnih virov krvi. Priporočljivo je, da relativni standardni odmik naklonov umeritvenih 
krivulj ni večji od 3-4 % [53]. 
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1.8.6. Učinek prenosa  
 
Učinek prenosa mora biti med razvojem in validacijo analizne metode primerno raziskan in ovrednoten. 
Določimo ga z injiciranjem slepega vzorca po injiciranju kontrolnega vzorca ali kalibratorja z najvišjo 
koncentracijo. Odziv v slepem vzorcu, ki je injiciran za najvišjim kalibratorjem oziroma kontrolnim 
vzorcem, ne sme presegati 20 % odziva spodnje meje določljivosti za analit oziroma 5 % za interni 
standard in ne sme vplivati na točnost in natančnost določitev [48,49].   
 
1.8.7. Integriteta redčenja  
 
Redčenje vzorcev ne sme vplivati na točnost in natančnost meritev. Integriteto redčenja dokažemo tako, 
da pripravimo vzorec s koncentracijo, ki presega koncentracijo najvišjega kalibratorja in ga redčimo s 
slepo matrico. Vzorec pripravimo v najmanj petih paralelkah. Točnost mora biti znotraj ±15 % nominalne 
koncentracije, relativni standardni odmik ne sme presegati 15 % [48,49].   
 
1.8.8. Stabilnost 
 
Med razvojem metode moramo zagotoviti kemijsko stabilnost analita v izbrani matrici. Pri ovrednotenju 
stabilnosti moramo upoštevati vse korake pri zbiranju vzorcev, rokovanju z vzorci in shranjevanju 
vzorcev. Dolgoročno stabilnost preverjamo pri pogojih, ki so pričakovani za izbrano študijo (sobna 
temperatura, hladilnik, zamrzovalnik, povišana temperatura...). 
 
Za ovrednotenje stabilnosti moramo pripraviti najmanj dva kontrolna vzorca, z nizko in visoko 
koncentracijo. Oba vzorca analiziramo takoj po pripravi ter ob izbranih časovnh točkah in ju vrednotimo 
glede na sveže pripravljene kalibracijske standarde. Pripravimo najmanj tri paralelke za vsak kontrolni 
vzorec. Povprečna vrednost določene koncentracije mora biti pri vsaki časovni točki znotraj ±15 % 
nominalne koncentracije [48,49]. 
 
Dodatni priporočeni validacijski parametri pri tehniki posušenih krvnih madežev:  
 
1.8.9. Volumen nanosa 
 
Priporočljivo je, da med validacijo metode testiramo različne volumne nanosa. Volumne nanosa 
testiramo pri minimalno dveh kontrolnih vzorcih (nizka in visoka koncentracija), oba kontrolna vzorca 
pripravimo v treh paralelkah. Če se izkaže, da volumen nanosa ne vpliva na ustreznost predpisanih 
kriterijev, točno odmerjanje volumnov ni potrebno. V nasprotnem primeru moramo raziskati razlog za 
odstopanje in ustrezno ukrepati. Upoštevamo kriterij za bioanalizne metode, tj. največ 15 % odstopanje 
od nominalne koncentracije [51]. 
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1.8.10. Homogenost vzorca 
 
Zaradi možne razlike med koncentracijo analita v sredini in na obrobju krvnega madeža je priporočljivo, 
da med razvojem metode pripravimo najmanj dva kontrolna vzorca z visoko in nizko koncentracijo, v 
najmanj treh paralelkah ter analiziramo krvne madeže, odvzete iz sredine in roba nanosa. V primeru 
razlike med koncentracijo analita iz različnih delov krvnega madeža je priporočljivo, da za analizo 
uporabimo večji del nanešenega krvnega madeža ali pa poskušamo najti drugi tip papirčka, pri katerem 
ni interakcije med komponentami papirčka in krvjo ali analitom. Upoštevamo kriterij za bioanalizne 
metode, tj. največ 15 % odstopanje od nominalne koncentracije [51]. 
 
1.8.11. Učinek prenosa med krvnimi madeži 
 
V primeru, da za izrezovanje krvnih madežev uporabljamo luknjač, se poleg učinka prenosa instrumenta  
lahko pojavi tudi učinek prenosa med posameznimi krvnimi madeži. Učinek prenosa med krvnimi madeži 
testiramo tako, da neposredno za visokim kontrolnim vzorcem, ki ga izrežemo z luknjačem, izrežemo dva 
slepa vzorca. Odziv analita pri slepih vzorcih ne sme biti višji od 20 % odziva analita pri spodnji meji 
določljivosti. Če se med razvojem metode izkaže, da problem z učinkom prenosa med krvnimi madeži 
obstaja, se mu najlažje izognemo tako, da za vsakim vzorcem iz papirčka izrežemo še prazen vzorec [51]. 
 
1.8.12. Ponovna analiza vzorcev 
 
Za ponovno analizo vzorcev lahko odvzamemo krvni madež iz istega nanosa, kot je bil uporabljen za prvo 
paralelko vzorca ali pa iz drugega nanosa vzorca. Priporočljivo je, da v primeru študije z manj kot 1000 
vzorci ponovno analiziramo 10 % vzorcev, v primeru študije z več kot 1000 vzorci pa 5 % vzorcev [51].  
 
1.8.13. Vpliv hematokrita 
 
Vpliv hematokrita je najpomembnejši parameter pri validaciji kvantitativnih metod DBS; samo metode, 
pri katerih je vpliv hematokrita natančno raziskan in upoštevan pri podajanju rezultatov, lahko 
predstavljajo enakovredno alternativo tradicionalnim bioanaliznim metodam v rutinski praksi [28].  
 
Priporočljivo je, da testiramo hematokrit v razponu, ki je pričakovan pri populaciji, za katero je 
namenjena študija. Pri posameznih skupinah bolnikov, npr. pri bolnikih z anemijo ali onkoloških bolnikih, 
je priporočljivo, da začnemo s testiranjem pri vrednosti hematokrita 0,20.  
Za validacijo pripravimo krvi z vrednostmi hematokrita v pričakovanem razponu in jim dodamo najmanj 
dva različna kontrolna vzorca z nizko in visoko koncentracijo. Oba kontrolna vzorca pripravimo v najmanj 
treh paralelkah. Upoštevamo kriterij za bioanalizne metode, tj. največ 15 % odstopanje od nominalne 
koncentracije. 
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1.9. Osnove Bland Altmanove analize 
 
V sodobni klinični praksi se pogosto pojavi potreba po primerjavi rezultatov dveh metod. Razlog je lahko 
sprememba ene od metod, vpeljava nove, alternativne metode ali razlika med rezultati metode na dveh 
instrumentih. Za oceno stopnje ujemanja med dvema metodama ni enotnega statističnega pristopa. 
Pogosto se za primerjavo uporabljajo korelacijske študije, vendar s korelacijo pridobimo informacijo o 
razmerju med dvema nizoma rezultatov in ne informacije o razliki med njima, zato korelacijsko razmerje 
ni primerno za oceno primerljivosti dveh metod [54].  
 
Alternativno analizo je l.1981 prvič predstavil Eksborg [55], l.1983 pa sta njeno uvedbo ponovno 
predlagala Altman in Bland [56]. Osnovni princip analize je izračun povprečja razlik med dvema 
metodama in določitev mej ujemanja. Meje ujemanja so izračunane iz povprečja in standardnega 
odmika (s) razlik med dvema meritvama pri isti koncentraciji. Bland Altmanova analiza temelji na 
grafičnem pristopu. Če predpostavimo, da z metodo A dobimo en niz rezultatov in z metodo B drugi niz 
rezultatov, podatke prikažemo v obliki razpršenega XY grafa, kjer na Y os nanašamo razliko med 
meritvama (A-B), na X os pa povprečno vrednost teh dveh meritev ((A+B)/2). Prikažemo torej razmerje 
med razliko dveh meritev pri isti koncentraciji in njunega povprečja. Poleg povprečja razlik in mej 
ujemanja, ki ju določa interval ± 1,96s povprečja razlik, na grafu prikažemo še njihove 95 % intervale 
zaupanja [54].   
 
Najpogosteje se uporablja graf, ki prikazuje razmerje med razliko dveh meritev in njunega povprečja, 
lahko pa na Y os nanašamo tudi razliko dveh meritev v % (( A-B)/povprečje) ali razmerje med njima, na X 
os pa lahko namesto povprečne vrednosti dveh meritev nanašamo samo vrednosti metode A oziroma 
metode B, če je ena od njiju referenčna [54].  
 
Primer regresijske in Bland Altmanove analize rezultatov dveh metod A in B je prikazan na slikah 12-14. 
Na sliki 12 so rezultati metod A in B prikazani v obliki regresijske premice, na slikah 13 in 14 pa z Bland 
Altmanovim grafom. Iz grafov je razvidno, da bi samo iz regresijske premice lahko sklepali na dobro 
ujemanje med rezultati, medtem ko Bland Altmanova analiza kaže na signifikantno razliko med 
metodama, saj črta ekvivalentnosti, pri kateri ni razlike med rezultati metod A in B, ni znotraj intervala 
zaupanja povprečja razlik [54].  
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Slika 12: Regresijska premica med rezultati metod A in B [54]. 
 
 
Slika 13: Prikaz razmerja med razliko meritev metod (A-B) in povprečno vrednostjo teh dveh meritev 
((A+B)/2) z dodanim intervalom zaupanja povprečja in mej ujemanja (povprečje ± 1,96s) [54].  
 
metoda A 
metoda B 
povprečna vrednost meritev metod A in B 
razlika meritev metod A in B 
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Slika 14: Prikaz razmerja med razliko meritev dveh metod v % (( A-B)/povprečje) in povprečno 
vrednostjo teh dveh meritev ((A+B)/2) z dodanim intervalom zaupanja povprečja in mej ujemanja 
(povprečje ± 1,96s) [54].  
 
Z Bland Altmanovo analizo na enostaven način ovrednotimo odstopanje povprečja razlik med metodama 
od črte ekvivalentnosti in določimo meje ujemanja, znotraj katerih leži 95 % vseh razlik med meritvama. 
Bland Altmanova analiza ne predpisuje, kdaj je ujemanje med dvema metodama sprejemljivo oziroma 
kdaj lahko prvo oziroma drugo metodo uporabljamo neodvisno. Najboljši pristop pri uporabi Bland 
Altmanove analize je, da si na podlagi analiznih kriterijev in ciljev zdravljenja že pred meritvami 
definiramo meje sprejemljivosti, nato pa na podlagi statistične obdelave rezultatov ocenimo 
primerljivost metod. 
povprečna vrednost meritev metod A in B 
razlika meritev metod A in B, 
izražena v % 
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2. Hipoteze in namen dela 
 
V raziskovalnem delu bomo preverili naslednje hipoteze:  
 
1. Z uporabo tehnike posušenega krvnega madeža bo možno razviti zanesljivo in občutljivo analizno 
metodo za spremljanje dveh glavnih metabolitov azatioprina v terapevtskih koncentracijah v krvi 
bolnikov s kronično črevesno boleznijo. 
 
2. Analizna metoda bo ustrezala kriterijem validacije po zadnjih FDA in EMA smernicah za validacijo 
bioanaliznih metod.  
 
3. Z razvito in validirano analizno metodo bomo dobili rezultate, ki bodo pravilni in primerljivi z 
rezultati, dobljenimi z metodo določevanja metabolitov azatioprina v polni venski krvi.  
 
4. Iz rezultatov bo možno postaviti korelacijo med koncentracijami metabolitov azatioprina v belih 
krvnih celicah oz. v rdečih krvnih celicah in v polni krvi ter podati enačbo, ki bo omogočala izračun 
koncentracij v belih krvnih celicah oz. v rdečih krvnih celicah na osnovi določene koncentracije v 
polni krvi (DBS). 
 
V raziskovalnem delu bomo razvili novo analizno metodo za določanje koncentracije dveh glavnih skupin 
metabolitov azatioprina iz posušenih krvnih madežev. Po nam znanih informacijah  bo to prva analizna 
metoda, pri kateri bodo kot biološka matrica uporabljeni posušeni krvni madeži. Izhajali bomo iz metode 
HPLC-UV, nato pa bomo z namenom doseganja čim nižje spodnje meje določljivosti razvili novo metodo 
LC-MS/MS. Novo razvito metodo LC-MS/MS bomo validirali v skladu s smernicami FDA in EMA, dodatno 
pa bomo validirali parametre, ki so značilni za tehniko posušenih krvnih madežev. Metodo bomo testirali 
na vzorcih bolnikov s kronično vnetno črevesno boleznijo, rezultate naše metode pa bomo primerjali z 
rezultati vzorcev, analiziranih z referenčno metodo HPLC-UV. Ker obe skupini metabolitov učinkujeta 
predvsem na bele krvne celice, bomo poskušali koncentracijo analitov določiti tudi neposredno v belih 
krvnih celicah, nato pa na podlagi izmerjene koncentracije določiti korelacijo med koncentracijo analitov 
v belih krvnih celicah in koncentracijo analitov v polni krvi.
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3. Eksperimentalni del 
 
3.1. Kemikalije, reagenti in ostali materiali 
 
Uporabili smo: 
• DL-Ditiotreitol (≥99,0 %, w/w), proizvajalec Sigma-Aldrich (Steinhein, Nemčija), skrajšano DTT 
• natrijev hidroksid (>98 %, w/w), proizvajalec Merck (Darmstadt, Nemčija) 
• metanol za tekočinsko kromatografijo LiChrosolv® (≥ 99,9 %, w/w), proizvajalec Merck 
(Darmstadt, Nemčija) 
• acetonitril za tekočinsko kromatografijo (≥ 99,9 %, w/w), proizvajalec Honeywell Riedel-de Haën 
(Seelze, Nemčija) 
• mravljična kislina HCOOH (98-100 %), proizvajalec Merck KGaA (Darmstadt, Nemčija) 
• kalijev dihidrogen fosfat KH2PO4, proizvajalec Merck KGaA (Darmstadt, Nemčija) 
• perklorova kislina HClO4 (69,0-72,0 %), proizvajalec ACS Reagent Honeywell Fluka (Seelze, 
Nemčija) 
• trifluorocetna kislina TFA za tekočinsko kromatografijo, ≥ 99,0 %; proizvajalec Honeywell/Fluka 
(Seelze, Nemčija) 
• ultračista voda (18,2 MΩ cm), pridobljena z uporabo Milli-Q Advantage A10 Ultrapure Water 
Purification System (Bedford, Združene države Amerike), skrajšano MilliQ oziroma MQ 
• papirčki DBS Whatman 903 Protein Saver Card, proizvajalec GE Healthcare (Dassel, Nemčija) 
• luknjač 12,5 cm, 6 mm, trgovina RAYHER Hobby&Art 
• Eppendorf epruvete Micro tube 2 mL with cap, proizvajalec SARSTEDT AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Nemčija) 
• analizna kolona Synergi 4μm, Polar RP 80 Å, 250 x 4,6 mm, proizvajalec Phenomenex (Torrance, 
Združene države Amerike) 
• analizna kolona Synergi 4μm, Hydro-RP 80 Å, 150 x 4,6 mm, proizvajalec Phenomenex (Torrance, 
Združene države Amerike) 
• analizna kolona Kinetex 2,6 μm, XB-C18, 100 Å, 50 x 4,6 mm, proizvajalec Phenomenex 
(Torrance, Združene države Amerike) 
• analizna kolona Kinetex 2,6 μm, EVO C18, 100 Å, 150 x 4,6 mm, proizvajalec Phenomenex 
(Torrance, Združene države Amerike) 
• analizna kolona UHPLC Luna Omega Polar C18, 1,6 µm, 100 x 2,1 mm, proizvajalec Phenomenex 
(Torrance, Združene države Amerike) 
• analizna predkolona SecurityGuard Ultra C18, proizvajalec Phenomenex (Torrance, Združene 
države Amerike) 
• pipeta Eppendorf Research 1000 μL, proizvajalec Eppendorf AG (Hamburg, Nemčija) 
• pipeta Eppendorf Research 200 μL, proizvajalec Eppendorf AG (Hamburg, Nemčija) 
• steklene viale 1,5 mL, proizvajalec Supelco, Sigma-Aldrich (Steinhein, Nemčija) 
• nastavki za pipete 200 μL in 1000 μL, proizvajalec Brand GMBH + CO KG (Wertheim, Nemčija) 
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• Phenomenex Strata XC, 33 µm, SPE (ang. Solid Phase Extraction), polimerna reverzna faza,         
60 mg/3 mL, proizvajalec Phenomenex (Torrance, Združene države Amerike) 
 
3.2. Standardi 
 
Uporabili smo: 
• 2-amino-6-merkaptopurin ribozid hidrat (98 %, w/w), proizvajalec Sigma-Aldrich (Steinhein, 
Nemčija), skrajšano 6-TGr 
• 6-metilmerkaptopurin ribozid (≥ 99 %, w/w), proizvajalec Sigma-Aldrich (Steinhein, Nemčija), 
skrajšano 6-MMPr 
• izotopsko označen interni standard 2-amino-6-merkaptopurin-13C2,15N, proizvajalec Santa Cruz 
Biotechnology (Kalifornija, ZDA), skrajšano 6-TGr-IS 
• devteriran interni standard 6-metilmerkaptopurin-d3, proizvajalec Santa Cruz Biotechnology 
(Kalifornija, ZDA), skrajšano 6-MMPr-IS 
• 8-bromoadenozin, proizvajalec Sigma-Aldrich (Steinhein, Nemčija), skrajšano 8-BA 
• 5-bromouridin, 98 %, Sigma-Aldrich (Steinhein, Nemčija), skrajšano 5-BU 
• 2-amino-6-merkaptopurin, ≥ 98 %, Sigma-Aldrich (Steinhein, Nemčija), skrajšano 6-TG 
• 6-metilmerkaptopurin, 98 %, Sigma-Aldrich (Steinhein, Nemčija), skrajšano 6-MMP 
 
3.3. Vzorci 
 
• vzorci polne krvi, odvzeti bolnikom s kronično vnetno črevesno boleznijo v Kliničnem centru 
Ljubljana. Odvzem krvi je bil odobren s strani Komisije za medicinsko etiko, št. 0120-013/2016-2, 
KME 38/01/16 (Priloga). 
• polna kri, ki je bila uporabljena za optimizacijo in validacijo metode, je bila odvzeta zdravim 
prostovoljcem, do uporabe pa shranjena v 6 mL namenskih epruvetah z dodano 
etilendiaminotetraocetno kislino (EDTA). 
 
3.4. Instrumentalna oprema 
 
Uporabili smo:  
• grelec za vodno kopel IKA RCT basic, proizvajalec IKA – Werke GmbH & Co. KG (Staufen, 
Nemčija) 
• analizna tehtnica XP105, Delta Range, proizvajalec Mettler Toledo (Columbus, Ohio, ZDA) 
• centrifuga Centrifuge 5415 R, proizvajalec Eppendorf AG (Hamburg, Nemčija) 
• ultrazvočna kopel Sonis 4, proizvajalec Iskra PIO d.o.o. (Šentjernej, Slovenija) 
• tekočinski kromatograf 1100 Series HPLC Value System, proizvajalec Agilent Technologies (Santa 
Clara, ZDA) 
• tekočinski kromatograf s tandemskim masnim spektrometrom Agilent 1290 Infinity liquid 
chromatograph, Triple Quadrupole detector, proizvajalec Agilent Technologies (Santa Clara, 
ZDA) 
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3.5. Priprava standardnih raztopin 
 
3.5.1. Priprava standardnih, kalibracijskih in kontrolnih raztopin 
 
Osnovni raztopini 6-TGr in 6-MMPr v koncentraciji 0,2 mg/mL smo pripravili z raztapljanjem standarda 
posameznega analita v MQ. Iz osnovnih raztopin obeh analitov smo nato pripravili skupno osnovno 
raztopino tako, da je bila z nadaljnjim redčenjem z MQ koncentracija obeh analitov v skupni osnovni 
raztopini 0,1 mg/mL.  
 
Iz skupne osnovne raztopine (st1) smo z redčenjem z vodo pripravili delovne raztopine v razponu 
koncentracij 0,001 do 0,07 mg/mL. Delovne raztopine smo nato uporabili za pripravo kalibracijskih 
raztopin v razponu 80,0 do 8000 µg/L tako, da smo izbrani delovni raztopini dodali polno vensko kri v 
razmerju 20:230 (v/v). Priprava delovnih in kalibracijskih raztopin je predstavljena v preglednici 4.  
 
Vse koncentracije so izražene kot masne koncentracije obeh ribozidov, tj. 6-TGr in 6-MMPr. 
 
Preglednica 4: Priprava delovnih in kalibracijskih raztopin. 
 
oznaka delovne 
raztopine 
volumen delovne 
raztopine (μL) 
volumen dodane 
MQ 
(μL) 
koncentracije 
delovne raztopine 
(mg/mL) 
koncentracija 
kalibracijske 
raztopine (µg/L) 
st8 100 st6 400 0,001 80,0 
st7 250 st6 250 0,0025 200 
st6 50 st1 950 0,005 400 
st5 50 st1 450 0,01 800 
st4 125 st1 375 0,025 2000 
st3 250 st1 250 0,05 4000 
st2 350 st1 150 0,07 5600 
st1   0,1 8000 
 
Delovne raztopine smo uporabili tudi za pripravo kontrolnih raztopin. Tako kot pri kalibracijskih 
raztopinah smo izbrani delovni raztopini dodali polno vensko kri v razmerju 20:230 (v/v). Priprava 
kontrolnih raztopin je predstavljena v preglednicah 5 in 6.  
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Preglednica 5: Priprava kontrolnih raztopin za 6-TGr. 
 
oznaka kontrolne 
raztopine 
volumen delovne 
raztopine      (μL) 
volumen dodane 
MQ 
(μL) 
koncentracija 
vodne kontrolne 
raztopine 
(mg/mL) 
koncentracija 
kontrolne 
raztopine, 
obogatene s krvjo 
 (µg/L) 
QCL 150 st5 350 0,003 240 
QCM 150 st1 350 0,03 2400 
QCH 375 st1 125 0,075 6000 
QCL, QCM, QCH: kontrolni vzorci v nizkem, srednjem in visokem koncentracijskem območju 
 
Preglednica 6: Priprava kontrolnih raztopin za 6-MMPr. 
 
oznaka kontrolne 
raztopine 
volumen delovne 
raztopine      (μL) 
volumen dodane 
MQ 
(μL) 
koncentracija 
vodne kontrolne 
raztopine 
(mg/mL) 
koncentracija 
kontrolne 
raztopine, 
obogatene s krvjo 
 (µg/L) 
QCL 75 st1 425 0,015 1200 
QCM 150 st1 350 0,03 2400 
QCH 375 st1 125 0,075 6000 
QCL, QCM, QCH: kontrolni vzorci v nizkem, srednjem in visokem koncentracijskem območju 
 
Po pripravi standardnih, kalibracijskih in kontrolnih raztopin smo pripravili posušene krvne madeže tako, 
da smo 30 μL posamezne raztopine nanesli na papirček, nanešene krvne madeže pa smo pred nadaljnjo 
pripravo minimalno tri ure sušili na zraku.  
 
Vse masne koncentracije standardnih, kalibracijskih in kontrolnih raztopin se nanašajo na standarda 
ribozidov, torej na 2-amino-6-merkaptopurin ribozid hidrat in 6-metilmerkaptopurin ribozid. Izbira 
standardov v obliki ribozidov in ne v obliki prostih baz je pomembna zaradi možnosti nadzora koraka 
hidrolize, saj nam le izbira standardov v obliki ribozidov zagotavlja, da je potek hidrolize pri pripravi 
standardnih, kalibracijskih in kontrolnih raztopin enak poteku hidrolize pri pripravi vzorcev.  
 
3.5.2. Priprava raztopin internih standardov 
 
Osnovno raztopino internih standardov v koncentraciji 1,0 oziroma 2,5 mg/mL smo pripravili z 
raztapljanjem 6-TGr-IS in 6-MMPr-IS v 50 mM natrijevem hidroksidu. Iz osnovne raztopine smo z 
nadaljnjim redčenjem z MQ pripravili raztopino v koncentraciji 180 mg/L za 6-TGr-IS in 450 mg/L za 6-
MMPr-IS. Tako pripravljeni raztopini smo razdelili na manjše alikvote in jih shranili pri -80 °C.  
 
Iz tako pripravljenih alikvotov smo pred vsako analizo pripravili osnovni delovni raztopini internih 
standardov. Osnovno delovno raztopino internega standarda 6-TGr-IS smo pripravili tako, da smo       
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33,3 μL alikvotne raztopine redčili na 2000 μL z ekstrakcijskim topilom (mešanica MeOH/MQ v razmerju 
80/20 (v/v)). Osnovno delovno raztopino internega standarda 6-MMPr-IS smo pripravili tako, da smo 
20 μL alikvotne raztopine redčili na 4000 μL z ekstrakcijskim topilom. 
 
Iz osnovnih delovnih raztopin smo pripravili  končno raztopino ekstrakcijskega topila z dodanima 
internima standardoma tako, da smo v 30 mL ekstrakcijskega topila dodali 100 μL osnovne delovne 
raztopine 6-TGr-IS in 1000 μL osnovne delovne raztopine 6-MMPr-IS.  
 
3.6. Priprava in ekstrakcija vzorcev posušenih krvnih madežev 
 
Krvne madeže krvi bolnikov smo pripravili na enak način kot krvne madeže kalibracijskih in kontrolnih 
raztopin. 30 μL posameznega krvnega vzorca smo nanesli na papirček in pred pripravo minimalno tri ure 
sušili na zraku. Posušene krvne madeže smo nato izrezali s škarjami, jih prenesli v epruvete Eppendorf in 
odpipetirali 600 μL ekstrakcijskega topila z dodanima internima standardoma. Pred začetkom ekstrakcije 
smo v epruvete dodali še 60 μL 0,05 M DTT in 60 μL konc. HClO4, nato pa vsebino v epruvetah 20 min 
stresali na ultrazvočni kopeli. Po stresanju na ultrazvočni kopeli smo epruvete prenesli v vodno kopel, 
segreto na 100 °C, da je potekla hidroliza vzorcev. Po 45 min smo vsebino v epruvetah ohladili na sobno 
temperaturo, centrifugirali in odpipetirali 600 μL bistre raztopine. Vzorce smo pred injiciranjem v 
inštrument LC-MS/MS naalkalili s 94 μL 4 M NaOH.  
 
3.7. Analizne metode 
 
3.7.1. Metoda tekočinske kromatografije, uporabljena pri razvoju priprave vzorcev 
 
Izbrali smo naslednje pogoje: 
 
1. Mobilna faza (MF): 0,02 M fosfatni pufer, pH 3,5 : acetonitril (ACN) = 90 : 10 (v/v) 
2. Kolona: Synergi 4μm, Polar RP 80 Å, 250 x 4,6 mm  
3. Pretok: 1 mL/min 
4. Temperatura kolone: sobna 
5. Volumen injiciranja: 20 μL 
6. UV detekcija: λ = 341 nm za 6-TG, 304 nm za 6-MMP, 280 nm za 5-BU 
 
3.7.2. Metoda tekočinske kromatografije z masno spektrometrijo 
 
Končni  pogoji metode LC-MS/MS:  
 
1. MF A: 0,05 % HCOOH v vodi 
2. MF B: 99,9 % acetonitril 
3. Potek gradienta (preglednica 7): 
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Preglednica 7: Gradientni potek mobilne faze pri metodi LC-MS/MS.  
 
čas (min) % MFA %MFB 
0,0 100 0 
4,0 99 1 
6,2 80 20 
7,5 60 40 
8,0 50 50 
10,0 50 50 
10,5 100 0 
13,0 100 0 
20,0 100 0 
 
4. Pretok: 0,3 mL/min 
5. Kolona: UHPLC Phenomenex Luna Omega Polar C18, 1,6 µm, 100 x 2,1 mm 
6. Predkolona: Phenomenex SecurityGuard Ultra C18. 
7. Temperatura: 30 °C 
8. Volumen injiciranja: 2,5 μL 
9. Pogoji MS/MS: 
a. elektrorazprševanje v pozitivnem načinu 
b. kapilarna napetost 3500 V 
c. sušilni plin (N2) T = 275 °C, pretok =5 L/min 
d. plaščni plin (N2) T = 350 °C, pretok = 11 L/min 
e. tlak nebulizatorja 45 psi (=3,1 x 105 Pa) 
f. ločljivost R = 2,5 Da (6-TG) in 1,5 Da (6-MMP, 6-TG*, 6-MMP*) 
10. Prehodi SRM (preglednica 8): 
 
Preglednica 8: Prehodi SRM in optimizirani pogoji MS za določanje analitov 6-TG in 6-MMP ter 
internih standardov 6-TG-IS in 6-MMP-IS.  
 
analit prekurzorski 
ion (m/z) 
produktni ion 
(m/z) 
napetost 
fragmentorjev 
(V) 
trkovna 
energija (eV) 
namen 
6-TG 168,4 152,3 68 25 za izračun 
6-TG 168,4 108,2 68 25 za identifikacijo 
6-TG IS 171,1 154,0 68 21 za izračun 
6-TG IS 171,1 137,0 68 21 za identifikacijo 
6-MMP 167,0 152,0 86 25 za izračun 
6-MMP 167,0 166,1 86 5 za identifikacijo 
6-MMP IS 170,2 152,0 126 25 za izračun 
6-MMP IS 170,2 125,0 126 33 za identifikacijo 
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3.7.3. Metoda tekočinske kromatografije, uporabljena pri testiranju stabilnosti osnovnih 
raztopin 
 
Metodo smo uporabili pri testiranju stabilnosti osnovnih raztopin 6-TGr in 6-MMPr ter osnovnih 
delovnih raztopin 6-TGr-IS in 6-MMPr-IS. 
 
1. MFA: 0,05 % vodna raztopina HCOOH 
2. MF B: ACN 
3. Kolona: Synergi 4 μm, Hydro-RP 80 Å, 150 x 4,6 mm 
4. Pretok: 0,5 mL/min 
5. Gradient (preglednica 9): 
 
Preglednica 9: Gradientni potek mobilne faze za testiranje stabilnosti osnovnih raztopin. 
 
čas (min) % MFA % MFB 
0 90 10 
4 90 10 
6 65 35 
15 65 35 
16 90 10 
 
6. Temperatura kolone: 25 °C 
7. Volumen injiciranja: 5 µL (6-TGr in 6-MMPr) oziroma 20 µL (6-TGr-IS in 6-MMPr-IS) 
8. UV detekcija: 341 nm za 6-TG in 6-TG-IS ter 304 nm za 6-MMP in 6-MMP-IS 
 
3.8. Validacija metode 
 
Validirali smo naslednje parametre: 
 
- selektivnost, 
- linearnost in spodnja meja določljivosti, 
- točnost in natančnost, 
- relativni in absolutni matrični učinek, 
- izkoristek ekstrakcije in učinkovitost postopka priprave, 
- stabilnost, 
- učinek prenosa oziroma učinek »carry-over«,  
- integriteta redčenja oziroma »dilution integrity«, 
- vpliv volumna nanosa, 
- vpliv hematokrita, 
- homogenost vzorca, 
- uporabnost metode: analiza vzorcev bolnikov s kronično vnetno črevesno boleznijo in 
primerjava rezultatov z rezultati referenčne metode. 
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3.8.1. Selektivnost 
 
Za določitev selektivnosti smo uporabili šest različnih virov krvi zdravih prostovoljcev.  
 
3.8.2. Linearnost in spodnja meja določljivosti  
 
Linearnost in spodnjo mejo določljivosti smo potrdili s tremi umeritvenimi premicami. Za 6-TGr smo 
pripravili osem kalibracijskih standardov, za 6-MMPr pa zaradi višje spodnje meje določljivosti šest 
kalibracijskih standardov. Za vsako od krivulj smo poleg kalibracijskih standardov pripravili še slepi 
vzorec (matrica brez analita in internega standarda) in ničelni vzorec (matrica brez analita, vendar z 
internim standardom).  
 
3.8.3. Točnost in natančnost 
 
Za oceno točnosti in natančnosti smo pripravili štiri vzorce: kalibrator na spodnji meji določljivosti (LLOQ) 
in tri kontrolne vzorce - prvega v 3x koncentraciji spodnje meje določljivosti (QCL), drugega v 30 – 50 % 
območja kalibracijske krivulje (QCM) in četrtega na 75 % območja kalibracijske krivulje (QCH). Vsakega od 
vzorcev smo pripravili v šestih paralelkah. Preverjali smo točnost in natančnost znotraj dneva ter točnost 
in natančnost med dnevi. Točnost smo izračunali kot izkoristek, tj. razmerje med izračunano in 
teoretično koncentracijo.  
 
3.8.4. Absolutni in relativni matrični učinek, izkoristek ekstrakcije in učinkovitost postopka 
priprave 
 
Za oceno absolutnega matričnega učinka, izkoristka ekstrakcije in učinkovitosti postopka priprave smo 
uporabili pristop Matuszewskega [52], ki zahteva pripravo treh nizov vzorcev. Za vsak niz vzorcev smo 
pripravili dve paralelki kontrolnega vzorca v nizkem koncentracijskem območju (QCL) in dve paralelki 
kontrolnega vzorca v visokem koncentracijskem območju (QCH). Prvi niz vzorcev smo pripravili po 
običajnem postopku, analita sta bila torej dodana pred ekstrakcijo (vzorci A), za drugi niz smo pripravili 
čiste raztopine obeh analitov, brez krvi in papirčka (vzorci B), za tretji niz vzorcev pa smo ekstraktu 
prazne krvi dodali raztopine čistih analitov (vzorci C). Za prvi niz vzorcev smo uporabili standarda v obliki 
ribozidov, tj. 6-TGr in 6-MMPr, za drugi in tretji niz vzorcev, kjer analita nista bila podvržena hidrolizi, pa 
smo uporabili standarda v obliki baz, tj. 6-TG in 6-MMP.  
Relativni matrični učinek smo ocenili tako, da smo primerjali naklone šestih kalibracijskih krivulj, za 
katere smo pripravili kalibratorje DBS iz šestih različnih virov krvi (A-F). 
 
3.8.5. Integriteta redčenja  
 
Za test integritete redčenja smo pripravili posušene krvne madeže vzorca v dvakratni koncentraciji 
kontrolnega vzorca v visokem koncentracijskem območju (QC2xH = 12000 µg/L). Vzorec smo pripravili v 
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dveh paralelkah. Po hidrolizi smo paralelki vzorca QC2xH redčili s hidrolizirano slepo krvjo v razmerju 1:1 
(v/v).  
 
3.8.6. Učinek prenosa  
 
Učinek prenosa smo ovrednotili tako, da smo takoj za vzorcem v dvakratni koncentraciji kontrolnega 
vzorca v visokem koncentracijskem območju (QC2xH) injicirali slepi hidrolizirani vzorec.  
 
3.8.7. Vpliv hematokrita 
 
Z združevanjem izračunanega volumna celic in plazme smo pripravili kri s tremi vrednostmi hematokrita: 
0,2, 0,4 in 0,6. Krvem z različnimi vrednostmi hematokrita  smo dodali kontrolna vzorca v nizkem in 
visokem koncentracijskem območju (QCL in QCH). Oba vzorca smo za vse tri vrednosti hematokrita 
pripravili v treh paralelkah. Za umeritveni krivulji smo uporabili kri z vrednostjo hematokrita 0,4.  
 
3.8.8. Vpliv volumna nanosa in homogenosti vzorca 
 
Vpliv volumna nanosa in homogenosti vzorca smo preverjali istočasno. Pripravili smo običajni umeritveni 
krivulji v območju 80,0 – 8000 µg/L za 6-TGr in v območju 400 – 8000 µg/L za 6-MMPr. Vse kalibratorje 
smo pripravili z validiranim 30 μL nanosom. Nato smo pripravili kontrolna vzorca v nizkem in visokem 
koncentracijskem območju (QCL in QCH). Kontrolna vzorca smo nanašali s štirimi različnimi volumni 
nanosa: 20 μL, 30 μL, 40 μL in 50 μL. Za vsak volumen nanosa smo pripravili tri paralelke posameznega 
kontrolnega vzorca. Vse krvne madeže smo izrezali z luknjačem s premerom 6 mm. Za kalibratorje in 
kontrolne vzorce z 20 μL in 30 μL nanosom smo izrezali središče krvnega madeža, medtem ko smo za 
kontrolna vzorca s 40 μL in 50 μL nanosom pri dveh paralelkah izrezali središče krvnega madeža, pri eni 
paralelki pa smo izrezali krvni madež z obrobja. Na ta način smo poleg vpliva volumna nanosa ovrednotili 
še homogenost vzorca.  
 
3.8.9. Stabilnost analitov v krvnih madežih 
 
Stabilnost analitov v posušenih krvnih madežih smo ovrednotili s hranjenjem krvnih madežev pri 
različnih pogojih: pri sobni temperaturi, pri 40 °C, v hladilniku pri 2-8 °C in v zamrzovalniku pri -80 °C. Pri 
izbiri pogojev smo upoštevali različne možnosti transporta vzorcev DBS. Za vsak pogoj smo pripravili 
kontrolna vzorca v nizkem in visokem koncentracijskem območju, QCL in QCH.  Vsak kontrolni vzorec smo 
pripravili v treh paralelkah. Vsebnost 6-TG in 6-MMP smo ob izbranih časovnih točkah izračunali glede na 
sveže pripravljene kalibracijske standarde.  
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3.9. Stabilnost analitov v osnovnih raztopinah standardov in internih standardov 
 
3.9.1. Stabilnost analitov v osnovnih raztopinah  
 
Stabilnost osnovnih raztopin 6-TGr in 6-MMPr smo ovrednotili z metodo HPLC-UV, saj gre za vodni 
raztopini z relativno visoko koncentracijo (cca 2 mg/mL), zato analiza na LC-MS/MS ni bila potrebna. 
Pogoji metode HPLC-UV so predstavljeni pod točko 3.7.3.  
 
Stabilnost smo testirali tako, da smo ob času 0 (začetek študije) pripravili osnovni vodni raztopini 6-TGr 
in 6-MMPr. Obe raztopini smo shranili v hladilniku pri 2-8 °C. Nato smo ob izbranih časovnih točkah (7 
dni, 16 dni, 24 dni in 36 dni) pripravili sveži osnovni raztopini 6-TGr in 6-MMPr, istočasno pa smo ob 
vsaki časovni točki injicirali tudi raztopini iz hladilnika, ki sta bili pripravljeni ob času 0. Stabilnost smo 
ovrednotili tako, da smo za oba analita izračunali ujemanje med ploščino vrha in maso posameznega 
analita ob času 0 ter ploščino vrha in maso analita po 7, 16, 24 oziroma 36 dneh.  
 
3.9.2. Stabilnost analitov v osnovnih delovnih raztopinah internih standardov  
 
Stabilnost osnovnih delovnih raztopin internih standardov smo ovrednotili na nekoliko drugačen način, 
saj smo jih pripravljali brez tehtanja, samo z redčenjem predhodno alikvotiranih vzorcev. Ob času 0 
(začetek študije) smo pripravili obe osnovni delovni raztopini, ju injicirali in shranili v hladilniku pri 2-8 °C. 
Nato smo isti raztopini injicirali po 9, 17 in 30 dneh. Izbrali smo iste kromatografske pogoje kot pri 
testiranju stabilnosti osnovnih raztopin 6-TGr in 6-MMPr, le namesto volumna injiciranja 5 μL smo zaradi 
nižjih odzivov 6-TGr-IS in 6-MMPr-IS v osnovnih delovnih raztopinah internih standardov izbrali 50 μL 
volumen injiciranja. Stabilnost smo ovrednotili tako, da smo za oba analita izračunali ujemanje med 
ploščinami vrhov na začetku študije ter ploščinami vrhov po 9, 17 in 30 dneh. Za analizo smo ob vseh 
izbranih časovnih točkah uporabili isti sistem HPLC-UV.  
 
3.10. Analiza vzorcev bolnikov 
 
Razvito metodo LC-MS/MS smo preverili z analizo vzorcev krvi 34 bolnikov s kronično vnetno črevesno 
boleznijo. Bolniki so bili ob času odvzema na zdravljenju z azatioprinom, kri pa jim je bila odvzeta z 
namenom rednega spremljanja koncentracije aktivnih metabolitov 6-TG in 6-MMP. Odvzem krvi je bil 
odobren s strani Komisije za medicinsko etiko, Priloga. 
 
Isti vzorci so bili analizirani z referenčno metodo HPLC-UV za določanje obeh metabolitov v rdečih krvnih 
celicah (RBC). Pri referenčni metodi so bili hemolizirani vzorci pripravljeni s trikratnim zaporednim 
centrifugiranjem odvzete krvi, kateremu je sledilo spiranje RBC s fosfatnim pufrom. Stisnjene RBC so bile 
z mrzlo vodo redčene do začetnega volumna krvi, po hemolizi pa so bili pripravljeni 200 µL alikvoti in 
pred analizo shranjeni pri -80 °C. Posameznemu alikvotu je bilo dodanih 25 µL 0,5 M DTT in 20 µL 70 % 
HClO4, iz tako pripravljene mešanice pa je bil po centrifugiranju odpipetiran supernatant. Hidroliza 
supernatanta je potekala 45 min pri 100 °C, po hidrolizi je bil vzorec ohlajen, ponovno centrifugiran in 
injiciran v inštrument HPLC-UV.  Analiza je potekala na inštrumentu HPLC-UV Agilent 1260 Infinity Series, 
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za ločitev se je uporabljala kolona Agilent Zorbax Eclipse plus C18, 5 µm, 150x4,6 mm, detekcija pa je 
potekala pri 342 nm (6-TG) oziroma 303 nm (6-MMP). Za mobilno fazo je bila uporabljena mešanica 
20 mM fosfatnega pufra s pH 2,0 in ACN v razmerju 98:2 (v/v). Referenčna metoda HPLC-UV je bila z 
manjšimi spremembami povzeta po metodi Dervieux [43]. 
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4. Rezultati in razprava  
 
4.1. Razvoj priprave vzorcev 
 
Glede na to, da smo kot biološko matrico uporabljali posušene krvne madeže, v času razvoja metode pa 
članki na to temo še niso bili objavljeni, je bila priprava vzorcev eden od ključnih korakov pri razvoju 
metode. Osnovni namen je bil čim bolj enostavna priprava, s katero bi dobili točne in ponovljive 
rezultate, primerljive z rezultati referenčne metode.  
 
Prvi korak pri pripravi je nanos kalibratorjev, kontrolnih vzorcev in vzorcev bolnikov na papirčke. Izbrali 
smo papirčke Whatman 903, ki se pogosto uporabljajo in so se tudi v našem laboratoriju že izkazali kot 
primerna izbira [57, 58]. Odločili smo se za majhen volumen nanosa, 20 µL, po nanosu pa smo vodne 
madeže minimalno dve uri sušili na sobni temperaturi in začeli z ekstrakcijo. Nanašali smo vodne 
raztopine standardov v koncentracijskem območju 25-100 µg/mL (koncentracije so izražene kot masne 
koncentracije ribozidov, tj. 6-TGr in 6-MMPr). V začetni fazi smo raztopine vzorcev analizirali z metodo 
HPLC-UV, pri zniževanju meje določljivosti pa smo metodo nadomestili z bolj občutljivo in selektivno 
metodo LC-MS/MS.  
 
Preizkusili smo šest različnih ekstrakcijskih topil: metanol (MeOH), acetonitril (ACN), mešanico 
MeOH/MQ v razmerjih 80/20 in 60/40 ter mešanico ACN/MQ v razmerjih 80/20 in 60/40. ACN in obe 
mešanici ACN/MQ so se zaradi slabih izkoristkov izkazali kot neprimerno ekstrakcijsko topilo, medtem ko 
smo z mešanicama MeOH/MQ dosegli zadovoljive izkoristke ekstrakcije (82- 92 %). Odločili smo se, da v 
nadaljevanju kot ekstrakcijsko topilo uporabimo mešanico MeOH/MQ v razmerju 80/20. Pri izbiranju 
ustreznega ekstrakcijskega topila smo uporabljali vodne raztopine standardov v koncentracijskem 
območju 25-100 µg/mL (koncentracije so izražene kot masne koncentracije ribozidov, tj. 6-TGr in 6-
MMPr). 
 
Izrezani vodni madež smo v nadaljevanju ekstrahirali s 600 μL izbrane mešanice MeOH/MQ, kateri smo 
dodali interni standard, nato pa smo 500 μL ekstrahiranega vzorca hidrolizirali.  Hidroliza je potekala 
45 min na vodni kopeli pri 100 °C, vzorcu pa smo pred začetkom hidrolize dodali 50 μL 0,05 M DTT in 
50 μL konc. HClO4. Po hidrolizi smo topilo odparili s prepihovanjem z dušikom na vodni kopeli pri 50 °C, 
ostanek pa smo rekonstituirali s 100 μL mešanice MQ/MeOH v razmerju 90/10 (rekonstitucijsko topilo).  
 
Kot interni standard smo zaradi strukturne podobnosti z analitoma izbrali 8-bromoadenozin (slika 15).  
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 6-tiogvanozin   8-bromoadenozin  6-metilmerkaptopurin ribozid 
Slika 15: Strukturne formule 6-tiogvanozina, 8-bromoadenozina in 6-metilmerkaptopurin ribozida. 
 
Do te stopnje razvoja metode smo ekstrakcijo optimizirali samo z vodnimi raztopinami standardov, 
katere smo nanesli na papirčke. Odločili smo se, da pred prehodom na vzorce, obogatene s krvjo, 
določimo linearnost in točnost naše metode ob uporabi vodnih raztopin analitov. Za analizo smo 
pripravili dva niza standardov – pri prvem nizu smo raztopine standardov pred hidrolizo nanesli na 
papirčke, pri drugem nizu pa smo raztopine standardov v hidrolizo prenesli neposredno, brez 
predhodnega nanosa na papirčke. Rezultati so zbrani v preglednicah 10-13 ter predstavljeni na slikah 16-
19.  
 
Preglednica 10: Rezultati določitve linearnosti in izkoristka metode ob uporabi vodnih raztopin 6-TGr, 
pred hidrolizo nanešenih na papirček. 
 
teoretična 
koncentracija 
vodne raztopine 
6-TGr (µg/mL) 
izračunana 
koncentracija 
vodne raztopine 
6-TGr (µg/mL) 
izkoristek (%) 
16,7 / / 
25,0 28,9 115,5 
50,0 52,9 105,9 
100,0 84,5 85,5 
150,0 158,7 105,8 
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Slika 16: Umeritvena premica za 6-TG v vodnih raztopinah, pred hidrolizo nanešenih na papirček. 
 
Preglednica 11: Rezultati določitve linearnosti in izkoristka metode ob uporabi vodnih raztopin 6-TGr, 
brez predhodnega nanosa na papirček.  
 
teoretična 
koncentracija 
vodne raztopine 
6-TGr (µg/mL) 
izračunana 
koncentracija 
vodne raztopine 
6-TGr (µg/mL) 
izkoristek (%) 
16,7 / / 
25,0 26,5 106,1 
50,0 48,7 97,3 
100,0 98,9 98,9 
150,0 150,9 100,6 
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Slika 17: Umeritvena premica za 6-TG v vodnih raztopinah, brez predhodnega nanosa na papirček. 
 
Preglednica 12: Rezultati določitve linearnosti in izkoristka metode ob uporabi vodnih raztopin 6-MMPr, 
pred hidrolizo nanešenih na papirček.  
 
teoretična 
koncentracija 
vodne raztopine 
6-MMPr (µg/mL) 
izračunana 
koncentracija 
vodne raztopine 
6-MMPr (µg/mL) 
izkoristek (%) 
33,3 25,7 77,3 
50,0 62,2 124,4 
100,0 107,9 107,9 
200,0 174,0 87,0 
300,0 313,6 104,5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
y = 0,285x + 0,656
R² = 0,9993
0,0
5,0
10,0
15,0
20,0
25,0
30,0
35,0
40,0
45,0
50,0
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0
p
lo
šč
in
a 
kr
o
m
at
o
gr
af
sk
e
ga
 v
rh
a 
6
-T
G
teoretična koncentracija vodne raztopina 6-TGr
 Rezultati in razprava 
54 
 
 
 
Slika 18: Umeritvena premica za 6-MMP v vodnih raztopinah, pred hidrolizo nanešenih na papirček.  
 
Preglednica 13: Rezultati določitve linearnosti in izkoristka metode ob uporabi vodnih raztopin 6-MMPr, 
brez predhodnega nanosa na papirček.  
 
teoretična 
koncentracija 
vodne raztopine 
6-MMPr (µg/mL) 
izračunana 
koncentracija 
vodne raztopine 
6-MMPr (µg/mL) 
izkoristek (%) 
33,3 18,8 56,6 
50,0 64,4 128,9 
100,0 99,9 99,9 
200,0 202,6 101,3 
300,0 297,4 99,1 
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Slika 19: Umeritvena premica za 6-MMP v vodnih raztopinah, brez predhodnega nanosa na papirček.  
 
Zaradi težav z nihanjem ploščin kromatografskih vrhov 6-MMP in posledično slabih rezultatov linearnosti 
in točnosti, smo v nadaljevanju iskali razlog za slabo ponovljivost. Posamično smo injicirali oba analita, 
tako v obliki baze kot v obliki ribozida ter interni standard in ugotovili, da se 8-bromoadenozin med 
pripravo ne hidrolizira popolnoma, kar v kromatogramu vidimo kot dva kromatografska vrhova: 8-
bromoadenin pri 8,1 min in 8-bromoadenozin pri 9,7 min. Kromatografski vrh nehidroliziranega 8-
bromoadenozina se eluira pri istem retencijskem času kot kromatografski vrh 6-MMP, kar pojasni razlog 
za neenakomerno nihanje ploščin kromatografskih vrhov 6-MMP (slika 20). 
 
 
 
Slika 20: Kromatogram hidrolizirane mešanice 6-TGr, 6-MMPr in 8-bromoadenozina pri λ = 280 nm.  
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Zaradi prekrivanja retencijskih časov kromatografskih vrhov internega standarda 8-bromoadenozina in 
analita 6-MMP smo interni standard 8-bromoadenozin nadomestili s 5-bromouridinom (slika 21).  
 
 
Slika 21: Strukturna formula 5-bromouridina.  
 
Hidrolizirani 5-bromouridin se eluira pri 5,4 min in je tako popolnoma ločen od kromatografskih vrhov 
obeh analitov (slika 22).   
 
 
 
Slika 22: Kromatogram raztopine hidroliziranega 5-bromouridina pri λ = 280 nm. 
  
Po menjavi internega standarda smo pripravili standardne raztopine, obogatene s krvjo in ponovno 
določili linearnost in točnost metode. V umeritveno krivuljo smo tokrat vključili več koncentracijskih 
točk, raztopine za posamezno koncentracijsko točko pa smo analizirali v treh paralelkah. Rezultati so 
zbrani v preglednicah 14 in 15 ter predstavljeni na slikah 23 in 24. 
 
 
 
5-bromouracil 
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Preglednica 14: Rezultati določitve linearnosti in in izkoristka metode za 6-TG v standardnih raztopinah, 
obogatenih s krvjo.  
 
teoretična 
koncentracija 
raztopine 6-TGr, 
obogatene s krvjo 
(µg/mL) 
Izračunana 
koncentracija 
raztopine 6-TGr, 
obogatene s krvjo 
(µg/mL) 
RSD treh paralelk 
(%) 
izkoristek (%) 
 8,5  113,9 
7,5 11,2 15,2 149,1 
 8,8  117,6 
 14,5  96,8 
15,0 14,8 1,5 98,6 
 14,3  95,8 
 22,1  98,5 
22,4 25,0 6,8 111,4 
 22,5  100,3 
 27,9  93,3 
29,9 29,7 3,2 99,3 
 28,5  95,1 
 43,6  97,0 
44,9 45,6 3,8 101,7 
 42,3  94,3 
 55,6  92,9 
59,9 63,4 6,9 105,9 
 57,6  96,9 
 76,7  102,5 
74,8 81,4 3,1 108,8 
 80,4  107,5 
 87,9  97,9 
89,8 85,1 11,4 94,8 
 70,7  78,8 
 104,5  99,8 
104,8 107,8 2,7 102,9 
 110,2  105,2 
 137,1  114,5 
119,7 117,0 11,1 97,7 
 111,3  93,0 
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Slika 23: Umeritvena premica za 6-TG v standardnih raztopinah, obogatenih s krvjo.  
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Preglednica 15: Rezultati določitve linearnosti in in izkoristka metode za 6-MMP v standardnih 
raztopinah, obogatenih s krvjo.  
 
teoretična 
koncentracija 
raztopine 6-
MMPr, 
obogatene s krvjo 
(µg/mL) 
Izračunana 
koncentracija 
raztopine 6-
MMPr, 
obogatene s krvjo 
(µg/mL) 
RSD treh paralelk 
(%) 
izkoristek (%) 
 25,0  111,9 
22,4 26,2 2,7 117,3 
 26,2  117,3 
 31,8  106,4 
29,8 34,3 4,2 114,9 
 32,0  107,4 
 47,2  105,6 
44,7 43,1 13,4 96,3 
 36,1  80,6 
 49,5  82,9 
59,7 61,8 11,7 103,7 
 52,8  88,4 
 79,6  106,7 
74,6 83,2 4,1 111,5 
 76,6  102,7 
 83,2  92,9 
89,5 80,8 11,9 90,2 
 66,3  74,1 
 112,7  107,9 
104,4 104,2 4,2 99,8 
 105,9  101,5 
 140,4  117,6 
119,3 124,7 12,2 104,5 
 109,8  92,1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Rezultati in razprava 
60 
 
 
 
Slika 24: Umeritvena premica za 6-MMP v standardnih raztopinah, obogatenih s krvjo.  
 
Zaradi relativno dobrih rezultatov smo se odločili, da poskusimo spodnjo mejo določljivosti znižati, zato 
smo metodo prenesli na LC-MS/MS. Ker je 8-bromoadenozin strukturno bolj podoben analitoma kot 5-
bromouridin, smo kot interni standard ponovno uvedli 8-bromoadenozin. Poleg menjave internega 
standarda smo ob prenosu na LC-MS/MS HClO4 zamenjali z lažje hlapno trifluorocetno kislino (TFA).  
Pri metodi LC-MS/MS smo spodnje koncentracijsko območje za oba analita najprej znižali na 50 µg/L. 
Odzivi 6-MMP so bili tudi pri tako nizki koncentraciji primerno visoki in ponovljivi, medtem ko so bili 
odzivi 6-TG nizki, pri nekaterih analizah primerljivi s šumom (sliki 25 in 26).  
 
 
 
 
y = 0,671x + 0,489
R² = 0,9384
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
0 20 40 60 80 100 120 140
p
lo
šč
in
a 
kr
o
m
at
o
gr
af
sk
e
ga
 v
rh
a 
6
-M
M
P
teoretična koncentracija raztopine 6-MMPr, obogatene s krvjo
 Rezultati in razprava 
61 
 
 
Slika 25: Kromatogram LC-MS/MS standardne raztopine 6-TGr in 6-MMPr s koncentracijo 50 µg/L. Zgoraj 
prehod SRM 168,4 → 152,3 m/z, značilen za 6-TG, spodaj prehod SRM 167,0 → 152,0 m/z, značilen za 6-
MMP. 
 
 
Slika 26: Kromatogram LC-MS/MS standardne raztopine 6-TGr in 6-MMPr s koncentracijo 100 µg/L. 
Zgoraj prehod SRM 168,4 → 152,3 m/z, značilen za 6-TG, spodaj prehod SRM 167,0 → 152,0 m/z, 
značilen za 6-MMP.  
 
Poleg nizkih odzivov 6-TG pri standardnih raztopinah z nizko koncentracijo smo imeli ponavljajoče težave 
tudi z visokimi odzivi na mestu 6-TG v slepem vzorcu.  
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Po daljšem testiranju vseh vstopnih reagentov smo ugotovili, da je visoke odzive na mestu 6-TG v slepem 
vzorcu povzročilo onesnaženo rekonstitucijsko topilo (slike 27A-G).  
 
 
 
 
Slike 27A-G: Kromatogrami LC-MS/MS slepih raztopin in primerjalne standardne raztopine 6-TGr. 
 
Nadaljevali smo z optimizacijo metode zaradi nizkih odzivov 6-TG. Ena od možnosti za nizke odzive bi bila 
lahko nestabilnost analitov v krvnih madežih, nanešenih na papirčku, zato smo papirčke omočili z 0,1 M 
DTT in jih pred nanosom vzorcev temeljito posušili na zraku. DTT se uporablja kot zaščitni reagent, ki 
A: slepi krvni madež, pripravljen po običajnem postopku;  
uporabljeno je bilo ekstrakcijsko topilo z dodanim 
internim standardom 8-bromoadenozinom 
B: slepi krvni madež, pripravljen po običajnem postopku; 
uporabljeno je bilo ekstrakcijsko topilo brez dodanega 
internega standarda 
C: kri, brez nanosa na papirček, pripravljena po običajnem 
postopku; uporabljeno je bilo ekstrakcijsko topilo z dodanim 
internim standardom 8-bromoadenozinom 
D: izrez papirčka, brez predhodnega nanosa krvi, pripravljen 
po običajnem postopku; uporabljeno je bilo ekstrakcijsko 
topilo z dodanim internim standardom 8-bromoadenozinom 
E: celoten postopek brez krvnega madeža ali izreza papirčka, 
izpeljan samo z ekstrakcijskim topilom z dodanim internim 
standardom 8-bromoadenozinom 
F: rekonstitucijsko topilo 
G: primerjalna standardna raztopina 6-TGr s koncentracijo 
4000 µg/L 
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prepreči oksidacijo tiolne skupine. Odzivi 6-TG se kljub predhodnemu omakanju papirčkov z DTT niso 
povišali, zato smo možnost, da bi bil vzrok za nizke odzive 6-TG nestabilnost analitov v krvnih madežih, 
izključili.  
Poskusili smo z večanjem volumna nanosa; namesto 20 μL smo testirali 30 μL in 40 μL nanos. Odzivi so 
bili še vedno relativno nizki, vendar smo se zaradi dobre ponovljivosti odločili za 30 μL nanos.  
 
Višje odzive 6-TG smo nato dosegli z menjavo kromatografske kolone - namesto Synergi 4 µm, Hydro RP 
80 Å, 150 x 4,6 mm, smo uporabili UHPLC Phenomenex Luna Omega Polar C18, 1,6 µm, 100 x 2,1 mm 
(sliki 28 in 29).  
 
 
 
Slika 28: Kromatogram LC-MS/MS standardne raztopine 6-TGr in 6-MMPr (c = 80,0 µg/L), ob uporabi 
kolone Synergi 4µm, Hydro RP 80 Å, 150 x 4,6 mm.  
 
prehod 167,0 → 152,0 m/z za 6-MMP 
prehod 168,4 → 152,3 m/z za 6-TG 
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Slika 29: Kromatogram LC-MS/MS standardne raztopine 6-TGr in 6-MMPr (c = 80,0 µg/L), ob uporabi 
kolone UHPLC Phenomenex Luna Omega Polar C18, 1,6 µm, 100 x 2,1 mm.  
 
Da bi napako zaradi učinka matrice in priprave vzorcev čim bolj zmanjšali, smo 8-bromoadenozin 
nadomestili z izotopsko označenim internim standardom 2-amino-6-merkaptopurin-13C2,15N (skrajšano 
6-TGr-IS) in z devteriranim internim standardom 6-metilmerkaptopurin-d3 (skrajšano 6-MMPr-IS), slika 
30.  
 
 
 
 
 
prehod 168,4 → 152,3 m/z za 6-TG 
 
prehod 167,0 → 152,0 m/z za 6-MMP 
 Rezultati in razprava 
65 
 
 
 
Slika 30: Kromatogram LC-MS/MS standardne raztopine 6-TGr in 6-MMPr (c = 80,0 µg/L) z dodanima 
internima standardoma 6-TGr-IS in 6-MMPr-IS. Prehodi SRM: 171,0 → 154,0 m/z za 6-TG-IS,  168,4 → 
152,3 m/z za 6-TG, 170,1 → 152,0 m/z za 6-MMP-IS in 167,0 → 152,0 m/z za 6-MMP.   
 
Po vseh zgoraj opisanih korakih, ki smo jih izvedli z namenom optimizacije priprave vzorcev, smo 
rezultate vzorcev bolnikov, analiziranih z našo metodo, primerjali z rezultati vzorcev bolnikov, 
analiziranih z referenčno metodo. Izkazalo se je, da je primerljivost izredno slaba, saj so bili rezultati naše 
metode tudi do petkrat nižji od rezultatov referenčne metode. Zaradi velikih razlik smo sklepali, da gre 
najverjetneje za vsoto posameznih napak, zato smo natančno raziskali vsak korak priprave vzorca 
posebej.  
 
Najprej smo preverili učinkovitost ekstrakcije vzorcev. Krvne madeže, katerim smo dodali ekstrakcijsko 
topilo z internima standardoma 6-TGr-IS in 6-MMPr-IS, smo pri dotedanjem postopku 20 min stresali na 
ultrazvočni kopeli, hidrolizirali pa smo samo centrifugirano bistro raztopino. Predvidevali smo, da se 
analita med stresanjem v celoti raztopita v ekstrakcijskem topilu, zato papirčka nismo hidrolizirali. V 
nadaljevanju smo hidrolizirali tudi papirček, 0,05 M DTT in TFA pa smo dodali že pred začetkom 
ekstrakcije. Po opisani spremembi so bili rezultati vsebnosti obeh analitov precej bolj primerljivi z 
rezultati referenčne metode, vendar so se istočasno znižali odzivi 6-MMP.  
 
Odzive 6-MMP smo poskušali izboljšati z uporabo čiščenja SPE s kolono Strata XC, ki je namenjena vezavi 
kationskih zvrsti, vendar nismo dosegli opazne izboljšave (slika 31).  
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Slika 31: Kromatogram LC-MS/MS standardne raztopine 6-TGr in 6-MMPr s koncentracijo 80,0 µg/L po 
prenosu papirčka v hidrolizo in čiščenju s kolono Strata XC.   
 
Kljub temu, da se je primerljivost med rezultati naše in referenčne metode precej izboljšala, metodi še 
vedno nista dajali povsem primerljivih rezultatov. Pri  6-MMP so bili rezultati primerljivi, pri 6-TG pa so 
bili rezultati naše metode pri posameznih vzorcih bolnikov še vedno do dvakrat nižji od rezultatov 
referenčne metode.  
 
Zaradi tega smo preverili še učinkovitosti hidrolize. Za hidrolizo smo zaradi lažje hlapnosti izbrali TFA, pri 
pregledu literature pa smo ugotovili, da se za hidrolizo tiopurinov večinoma uporablja HClO4, v redkih 
primerih H2SO4 [20, 41, 43, 44, 45, 59]. Uporabe TFA nismo zasledili v nobenem od objavljenih člankov. 
Vse je kazalo, da z uporabo TFA hidroliza ne poteče do konca, zato smo poskusili čas segrevanja 
podaljšati s 45 min na 60 min in nato na 90 min, vendar rezultatov nismo izboljšali. Poskušali smo še s 
spreminjanjem dodane količine DTT (večja koncentracija DTT, manjša koncentracija DTT, brez DTT), 
vendar tudi ti poskusi niso bili uspešni. TFA smo zato zamenjali s HClO4 in z menjavo dosegli primerljive 
rezultate z referenčno metodo. Zaradi slabe hlapnosti HClO4 smo korak uparevanja z dušikom v 
nadaljevanju izpustili, vzorce pa pred injiciranjem nevtralizirali s 4 M NaOH. Na sliki 32 je predstavljen 
kromatogram LC-MS/MS standardne raztopine 6-TGr in 6-MMPr, hidrolizirane s TFA, na sliki 33 pa 
kromatogram standardne raztopine, hidrolizirane s HClO4.  
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Slika 32: Kromatogram LC-MS/MS standardne raztopine 6-TGr in 6-MMPr s koncentracijo 80,0 µg/L, pri 
kateri je bila za hidrolizo uporabljena TFA.   
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Slika 33: Kromatogram LC-MS/MS standardne raztopine 6-TGr in 6-MMPr s koncentracijo 80,0 µg/L, pri 
kateri je bila za hidrolizo uporabljena HClO4.   
 
Rezultati optimirane metode so bili primerljivi z rezultati referenčne metode, spodnja meja določljivosti 
za 6-MMPr pa se je po optimizirani pripravi zaradi omejitve metode zvišala na 400 µg/L. Spodnja meja 
določljivosti za 6-TGr je ostala 80,0 µg/L.  
 
4.2. Razvoj metode tekočinske kromatografije z masno spektrometrijo 
 
Vzorce smo najprej testirali z metodo HPLC-UV. Začetne pogoje metode HPLC-UV smo povzeli iz 
literature, kjer so iste analite določevali iz polne krvi ali iz rdečih krvnih celic [41]. Izbrali smo kolono 
Synergi 4 μm, Polar RP 80 Å, 250 x 4,6 mm, izokratsko mobilno fazo (1 % raztopino acetonitrila (ACN) v 
0,02 M fosfatnem pufru pH 3,5), pretok 1 mL/min in volumen injiciranja 20 μL. Z večanjem deleža ACN v 
mobilni fazi smo nato poskusili nekoliko skrajšati čas analize. Kot najbolj optimalna se je izkazala 
izokratska mobilna faza 0,02 M fosfatni pufer pH 3,5/ACN v razmerju 90/10, pri kateri so se vsi analiti 
eluirali prej kot v 10 min.  
 
Pri prenosu s HPLC na LC-MS/MS smo znižali pretok z 1,0 mL/min na 0,5 mL/min, fosfatni pufer smo 
zamenjali z 0,05 % raztopino mravljične kisline, z izbiro kolone Kinetex 2,6 μm, XB-C18, 100 Å, 50 x 4,6 
mm pa smo poskušali retencijske čase še nekoliko skrajšati. Ker se je 6-TG na tej koloni prehitro eluiral, 
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smo izbrali daljšo kolono Synergi 4 μm, Hydro-RP 80 Å, 150 x 4,6 mm, za optimalno ločitev analitov pa 
smo izbrali še gradientni potek mobilne faze (preglednica 7 pod točko 3.7.2.).  
 
Z namenom, da bi se 6-TG nekoliko kasneje eluiral, interni standard in 6-MMP pa bi ohranila isti 
retencijski čas, smo preizkusili kolono Kinetex 2,6 μm, EVO C18, 100 Å, 150 x 4,6 mm. Ker nismo dosegli 
bistvene razlike v retencijskih časih, smo ostali pri prej izbrani koloni Synergi 4 μm, Hydro-RP 80 Å, 150 x 
4,6 mm.  
 
Pri 6-TG smo še vedno dosegali precej nizke odzive, dodatni izziv pa je predstavljalo nizko razmerje 
signal/šum (S/N). Pretok smo zato še nekoliko upočasnili, potek gradienta smo zaradi ekvilibracije na  
10 % organske faze podaljšali na 20 min, kolono Synergi 4 μm, Hydro-RP 80 Å, 150 x 4,6 mm pa smo 
zamenjali s kolono UHPLC Phenomenex Luna Omega Polar C18, 1,6 µm, 100 x 2,1 mm. Z novo izbrano 
kolono smo dosegli višji odziv 6-TG in dvakrat višje razmerje S/N.  
 
Za delovanje tandemskega masnega spektrometra so bili izbrani naslednji splošni pogoji: 
elektrorazprševanje v pozitivnem načinu, kapilarna napetost 3500 V, sušilni plin (N2) s temperaturo  
275 °C in pretokom 5 L/min, tlak nebulizatorja 45 psi (=3,1 x 105 Pa), plaščni plin (N2) s temperaturo     
350 °C in pretokom 11 L/min. Oba kvadrupola sta bila za vse analite nastavljena na masno ločljivost     
1,2 Da, z izjemo 6-TG, pri katerem sta bila nastavljena na ločljivost 2,5 Da. V preglednici 8 (točka 3.7.2.) 
so zbrani prehodi SRM za oba analita in interna standarda. Zaradi boljše občutljivosti so bili prehodi 
opazovani v dveh časovnih oknih: od 3,75 do 5,4 min za 6-TG in 6-TG-IS ter od 5,4 do 8,25 min za 6-MMP 
in 6-MMP-IS. Bralni čas posameznega prehoda m/z je znašal 50 ms. 
 
Na sliki 34 je prikazan reprezentativni kromatogram LC-MS/MS ekstrakta vzorca bolnika z dodanima 
internima standardoma.  
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Slika 34: Reprezentativni kromatogram LC-MS/MS ekstrakta vzorca bolnika z dodanima internima 
standardoma. 
 
4.3. Validacija metode 
 
4.3.1. Selektivnost 
 
Potrdili smo, da analizna metoda zagotavlja ločitev analitov in internih standardov od endogenih 
komponent v matrici oziroma od drugih komponent v vzorcu. Pri vseh slepih vzorcih je bil odziv na 
mestu analitov manjši od 20 % odziva analitov pri vzorcu na spodnji meji določljivosti oziroma manjši od 
5 % odziva internih standardov. Na slikah 35 in 36  sta prikazani prekrivanji kromatogramov šestih slepih 
vzorcev in vzorca z obema analitoma na spodnji meji določljivosti.  
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Slika 35: Prekrivanje šestih slepih vzorcev in vzorca s 6-TG na spodnji meji določljivosti. 
 
 
 
Slika 36: Prekrivanje šestih slepih vzorcev in vzorca s 6-MMP na spodnji meji določljivosti. 
 
4.3.2. Linearnost in in spodnja meja določljivosti 
 
Dokazali smo, da je metoda linearna v območju 80,0 - 8000 µg/L za 6-TGr in v območju 400 - 8000 µg/L 
za 6-MMPr.  Nakloni premic, odseki na ordinatni osi in determinacijski koeficienti (r2) so zbrani v 
preglednicah 16 in 17. Spodnja meja določljivosti za 6-TG je 80,0 µg/L, spodnja meja določljivosti za 6-
MMP pa 400 µg/L.  
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Preglednica 16: Nakloni, odseki na ordinatni osi in determinacijski koeficienti umeritvene premice za  
6-TG. 
 
 koncentracijsko 
območje (µg/L) 
odsek na y osi naklon determinacijski 
koeficient 
1.premica 80,0 - 8000 µg/L 0,014 0,0021 0,997 
2.premica  -0,028 0,0025 0,999 
3.premica  0,0028 0,0025 0,998 
 
Preglednica 17: Nakloni, odseki na ordinatni osi in determinacijski koeficienti umeritvene premice za  
6-MMP 
 
 koncentracijsko 
območje (µg/L) 
odsek na y osi naklon determinacijski 
koeficient 
1.premica 400 - 8000 µg/L -0,0048 0,00021 0,999 
2.premica  -0,0033 0,00023 0,999 
3.premica  -0,0040 0,00022 0,997 
 
Koncentracijsko območje, izraženo v enoti µg/L, lahko izrazimo v enoti pmol/8x108 RBC, kar predstavlja 
približno 200 µl krvi. Za preračun koncentracije iz µg/L v pmol/8×108 RBC smo uporabili povprečno 
število eritrocitov v litru krvi šestih prostovoljnih darovalcev (4.1×1012 Ery/l). Izračun je predstavljen z 
enačbo 10.  
 
𝒄(𝒑𝒎𝒐𝒍/𝟖 × 𝟏𝟎𝟖 RBC) =
𝒄 (
𝝁𝒈
𝑳 krvi) ∗ 𝟏𝟎
𝟔
𝑴𝒓
∗
𝟖 ∗ 𝟏𝟎𝟔
𝑹𝑩𝑪
 
Enačba 10: Preračun koncentracije metabolitov, izražene v µg/L, v enoto pmol/8×108 RBC;  
Mr = molekulska masa posameznega analita, RBC = povprečno število rdečih krvnih celic v litru krvi.   
 
Metoda je linearna v območju 80,0 - 8000 µg/L oziroma 50 – 5300 pmol/8×108 RBC za 6-TG in v območju 
400 - 8000 µg/L oziroma 260 – 5300 pmol/8×108 RBC za 6-MMP. 
 
4.3.3. Točnost in natančnost 
 
V preglednicah 18 in 19 so zbrani rezultati določitve točnosti in natančnosti znotraj dneva in med dnevi 
za oba analita. Točnost vsaj petih paralelk kontrolnih vzorcev QCL, QCM in QCH je bila znotraj ±15 % 
nominalne koncentracije, prav tako je bila točnost vsaj petih paralelk kalibratorjev na spodnji meji 
določljivosti znotraj ±20 % nominalne koncentracije. Relativni standardni odmik ni v nobenem primeru 
presegel 15 %.  
 
 
 
 Rezultati in razprava 
73 
 
Preglednica 18: Rezultati natančnosti in točnosti znotraj dneva in med dnevi za 6-TG.  
 
  znotraj dneva (n=6) med dnevi (n=3) 
natančnost 
 
nominalna 
koncentracija 
(µg/L) 
povprečna 
določena 
koncentracija 
(µg/L) 
RSD (%) povprečna 
določena 
koncentracija 
(µg/L) 
RSD (%) 
LLOQ 80,0 85,0 4,0 88,2 6,5 
QCL 240 236 2,8 246 7,8 
QCM 2400 2,42x103 3,3 2,42x103 2,8 
QCH 6000 6,15x103 2,4 6,15x103 2,5 
točnost 
 
nominalna 
koncentracija 
(µg/L) 
izkoristek 
% 
 izkoristek 
% 
 
LLOQ 80,0 106,7  110,3  
QCL 240 98,1  102,3  
QCM 2400 100,7  100,7  
QCH 6000 102,4  102,5  
 
 
Preglednica 19: Rezultati natančnosti in točnosti znotraj dneva in med dnevi za 6-MMP. 
 
  znotraj dneva (n=6) med dnevi (n=3) 
natančnost 
 
nominalna 
koncentracija 
(µg/L) 
povprečna 
določena 
koncentracija 
(µg/L) 
RSD (%) povprečna 
določena 
koncentracija 
(µg/L) 
RSD (%) 
LLOQ 400 397 9,7 396 11,2 
QCL 1200 1,19x103 7,0 1,17x103 8,1 
QCM 2400 2,47x103 8,5 2,45x103 7,2 
QCH 6000 5,84x103 7,8 6,08x103 6,5 
točnost 
 
nominalna 
koncentracija 
(µg/L) 
izkoristek 
% 
 izkoristek 
% 
 
LLOQ 400 99,3  98,9  
QCL 1200 99,4  97,1  
QCM 2400 102,9  102,0  
QCH 6000 97,4  101,3  
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4.3.4. Absolutni in relativni matrični učinek, izkoristek ekstrakcije in učinkovitost postopka 
priprave 
 
4.3.4.1. Absolutni matrični učinek, izkoristek ekstrakcije in učinkovitost postopka 
priprave 
 
Za oceno absolutnega matričnega učinka, izkoristka ekstrakcije in učinkovitosti postopka priprave smo 
pripravili tri nize vzorcev. Za prvi niz smo pripravili dva kontrolna vzorca po običajnem postopku, za drugi 
niz smo pripravili čiste raztopine analitov, ki predstavljajo 100 % izkoristek glede na izbrana kontrolna 
vzorca, za tretji niz pa smo ekstraktom slepe krvi dodali raztopine čistih analitov, tako da je bila molarna 
koncentracija analitov pri kontrolnih vzorcih iz tretjega niza enaka molarni koncentraciji analitov pri 
kontrolnih vzorcih iz prvega niza. Izkoristek ekstrakcije, absolutni matrični učinek in učinkovitost 
postopka priprave smo izračunali po enačbah 7-9 (enačbe so opisane pod točko 1.8.5.). Rezultati so 
zbrani v preglednicah 20 in 21. 
 
Preglednica 20: Izkoristek ekstrakcije, absolutni matrični učinek in učinkovitost postopka priprave za 6-
TG.  
 
Nominalna koncentracija (µg/L) 240 (QCL) 6000 (QCH) 
   
izkoristek ekstrakcije 89,0 79,7 
absolutni matrični učinek 104,5 102,7 
učinkovitost postopka priprave 93,1 81,9 
 
Preglednica 21: Izkoristek ekstrakcije, absolutni matrični učinek in učinkovitost postopka priprave za 6-
MMP.  
 
Nominalna koncentracija (µg/L) 1200 (QCL) 6000 (QCH) 
   
izkoristek ekstrakcije 103,1 87,5 
absolutni matrični učinek 102,1 92,2 
učinkovitost postopka priprave 105,3 80,7 
 
Rezultati za absolutni matrični učinek 6-TG in 6-MMP so znotraj območja 92,2 in 104,5 %, kar dokazuje, 
da pri metodi ni opaznih znižanj ali zvišanj signalov zaradi učinka matrice. Izkoristek ekstrakcije pri dveh 
nivojih kontrolnih vzorcev (QCL in QCH) je med 79,7 in 103,1 %. Metoda izkazuje relativno visoko 
učinkovitost postopka priprave.  
 
V okviru raziskave smo absolutni matrični učinek izračunali tudi brez upoštevanja internega standarda. 
Razlika je signifikantna: pri 6-TG se za kontrolni vzorec v visokem koncentracijskem območju (QCH) 
vrednost 102,7 % zniža na 50,8 %, za kontrolni vzorec v nizkem koncentracijskem območju (QCL) pa z 
104,5 % na 51,3 %. Pri 6-MMP je razlika še opaznejša: z 92,2 % na 0,94 % za QCH in z 102,1 % na 0,95 % 
za QCL. Navedene razlike potrjujejo, da je nujno uporabljati izotopsko označene interne standarde.  
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4.3.4.2. Relativni matrični učinek 
 
Pri primerjavi naklonov šestih kalibracijskih krivulj smo dosegli nizka relativna standardna odmika:     
0,60 % za 6-TG in 1,96 % za 6-MMP, kar potrjuje odsotnost relativnega matričnega učinka.  
 
V preglednicah 22 in 23 so zbrani podatki o odzivih, naklonih, odsekih na ordinatni osi, standardnih 
odmikih in relativnih standardnih odmikih za 6-TG in 6-MMP.  
 
Preglednica 22: Podatki za izračun relativnega matričnega učinka za 6-TG. 
 
C (µg/L) kri A 
r (A6-TG/A6-TG*) 
kri B 
r (A6-TG/A6-TG*) 
kri C 
r (A6-TG/A6-TG*) 
kri D 
r (A6-TG/A6-TG*) 
kri E 
r (A6-TG/A6-TG*) 
kri F 
r (A6-TG/A6-TG*) 
80,0 0,228 0,203 0,195 0,207 0,221 0,202 
80,0 0,223 0,221 0,196 0,212 0,211 0,197 
200 0,468 0,522 0,464 0,460 0,479 0,446 
200 0,469 0,529 0,504 0,480 0,431 0,500 
400 0,926 0,920 0,960 0,901 0,968 0,782 
400 0,930 0,939 0,970 0,910 0,940 0,759 
800 1,78 1,70 1,70 1,77 1,75 1,52 
800 1,71 1,74 1,79 1,90 1,77 1,52 
2000 4,50 4,80 4,65 4,67 3,88 4,32 
2000 4,58 4,41 4,51 4,51 3,63 4,35 
4000 9,21 8,90 9,56 9,16 9,49 9,21 
4000 9,43 8,90 9,70 9,36 9,23 9,29 
5600 13,2 13,5 13,1 13,0 13,1 / 
5600 12,9 13,5 12,8 13,2 13,3 / 
8000 19,3 19,4 19,4 18,8 19,6 19,9 
8000 19,8 19,0 19,6 19,6 / 18,5 
       
naklon 0,00242 0,00239 0,00241 0,00238 0,00241 0,00241 
presečišče -0,134 -0,110 -0,0986 -0,0778 -0,222 -0,219 
korelacijski 
koeficient 
0,999 0,999 0,999 1,000 0,998 0,997 
       
SD naklonov 1,442E-05      
RSD 0,60%      
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Preglednica 23: Podatki za izračun relativnega matričnega učinka za 6-MMP. 
 
C (µg/L) kri A 
r (A6-MMP/A6-MMP*) 
kri B 
r (A6-MMP/A6-MMP*) 
kri C 
r (A6-MMP/A6-MMP*) 
kri D 
r (A6-MMP/A6-MMP*) 
kri E 
r (A6-MMP/A6-MMP*) 
kri F 
r (A6-MMP/A6-MMP*) 
80 0,0172 0,0168 0,0134 0,0117 0,0156 0,0102 
80 0,0127 0,0110 0,0067 0,0130 0,0126 0,0166 
200 0,0375 0,0543 0,0495 0,0400 0,0421 0,0462 
200 0,0388 0,0335 0,0441 0,0444 0,0436 0,0350 
400 0,0657 0,0883 0,0784 0,0751 0,0830 0,0881 
400 0,0686 0,0647 0,0798 0,0673 0,103 0,0636 
800 0,165 0,146 0,150 0,148 0,146 0,143 
800 0,146 0,158 0,157 0,161 0,180 0,137 
2000 0,372 0,387 0,396 0,379 0,339 0,355 
2000 0,378 0,375 0,361 0,380 0,337 0,344 
4000 0,698 0,736 0,746 0,735 0,756 0,816 
4000 0,862 0,740 0,789 0,755 0,787 0,648 
5600 1,06 1,03 1,07 1,08 1,03 / 
5600 1,05 1,08 1,04 1,10 1,04 / 
8000 1,57 1,55 1,55 1,55 1,58 1,48 
8000 1,58 1,59 1,52 1,60 / 1,49 
       
naklon 0,000195 0,000193 0,000191 0,000196 0,000191 0,000186 
presečišče -0,00702 -0,00565 0,000178 -0,00725 -0,00196 -0,00502 
korelacijski 
koeficient 
0,998 0,999 1,000 1,000 0,998 0,996 
       
SD naklonov 3,769E-06      
RSD 1,96%      
 
Tudi pri relativnem matričnem učinku smo za primerjavo izračunali vrednosti brez upoštevanja internega 
standarda. RSD vrednost se je pri 6-TG povečala z 0,60 % na 7,58 %, pri 6-MMP pa z 1,96 % na 11,1 %. 
Tako kot pri absolutnem matričnem učinku razlike potrjujejo, da je nujno uporabljati izotopsko označene 
interne standarde.  
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4.3.5. Integriteta redčenja  
 
V preglednicah 24 in 25 so zbrana razmerja med odzivom analita in internega standarda pri redčenem 
QC2xH vzorcu in pri QCH vzorcu. Povprečno odstopanje za 6-TG je 2,7 %, za 6-MMP pa 13,0 %.  
 
Preglednica 24: Rezultati določitve integritete redčenja za 6-TG. 
 
vzorec R (QCH)* R (QC2xH )** 
1.paralelka 23,9 22,3 
2.paralelka 22,2 23,8 
3.paralelka 21,3 / 
povprečje 22,5 23,1 
integriteta redčenja (%) 2,7 % 
R = razmerje analit/IS 
* QCH: kontrolni vzorec v visokem koncentracijskem območju (=6000 µg/L) 
**QC2xH: vzorec v dvakratni koncentraciji kontrolnega vzorca v visokem koncentracijskem območju (=12000 µg/L), redčen v 
razmerju 1:1 
 
Preglednica 25: Rezultati določitve integritete redčenja za 6-MMP. 
 
vzorec R (QCH)* R (QC2xH )** 
1.paralelka 1,03 1,32 
2.paralelka 1,09 1,12 
3.paralelka 1,12 / 
povprečje 1,08 1,22 
integriteta redčenja (%) 13,0 % 
R = razmerje analit/IS 
* QCH: kontrolni vzorec v visokem koncentracijskem območju (=6000 µg/L) 
**QC2xH: vzorec v dvakratni koncentraciji kontrolnega vzorca v visokem koncentracijskem območju (=12000 µg/L), redčen v 
razmerju 1:1 
 
S testom integritete redčenja smo dokazali, da lahko zgornjo mejo koncentracije, pri kateri še določimo 
točne in zanesljive rezultate, za obe skupini metabolitov premaknemo do 12000 µg/L oziroma 
8000 pmol/8×108 RBC. Z razširjenim območjem smo pokrili tako terapevstko območje za 6-TG (235 – 450 
pmol/8×108 RBC) kot spodnjo mejo toksičnega območja za 6-MMP (˃ 5700 pmol/8×108 RBC) [60]. 
Območje je primerno tudi za terapevtsko spremljanje koncentracij pri bolnikih, ki prejemajo 
kombinirano zdravljenje azatioprina in infliksimaba, pri kateri je priporočena meja zaznavnosti za 6-TG    
105 pmol/8×108 RBC [61]. S tako širokim območjem metoda predstavlja pomembno prednost pri 
odkrivanju  bolnikov s tveganjem za zaviranje dozorevanja krvnih celic kot posledico previsoke 
koncentracije 6-TG ali s tveganjem za okvaro jeter kot posledico previsoke koncentracije 6-MMP. 
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4.3.6. Učinek prenosa  
 
V preglednici 26 je predstavljeno razmerje med odzivom analita in internega standarda za 6-TG in 6-
MMP pri koncentriranem QC2xH vzorcu in pri slepem vzorcu, analiziranem takoj za njim.   
 
Preglednica 26: Rezultati določitve učinka prenosa za 6-TG in 6-MMP.  
 
 QC2xH (12000 µg/L)  slepi vzorec 
razmerje analit/IS 6-TG 41,8 0,0212 
razmerje analit/IS 6-MMP 2,16 0,00230 
 
Odziv analita pri slepih vzorcih ne presega 20 % odziva analita pri vzorcu na spodnji meji določljivosti. Z 
nizkimi odzivi za analit in interni standard v slepem vzorcu smo potrdili, da učinek prenosa nima vpliva 
na točnost in natančnost rezultatov.  
 
4.3.7. Vpliv hematokrita 
 
Rezultati določitve vpliva hematokrita so zbrani v preglednicah 27 in 28. Rezultati so predstavljeni kot 
razmerje med izračunano koncentracijo posameznega vzorca in povprečno koncentracijo kontrolnega 
vzorca z  vrednostjo hematokrita 0,4.  
 
Preglednica 27: Rezultati določitve vpliva hematokrita za 6-TG (kot razmerje [%] glede na  
hematokrit 0,4).  
 
Hct QCL Hct/QCL 0,4 
[%] 
QCH Hct/QCH 0,4 
[%] 
0,2 94,2 92,4 
0,4 100,0 100,0 
0,6 97,9 100,4 
   
Preglednica 28: Rezultati določitve vpliva hematokrita za 6-MMP (kot razmerje [%] glede na  
hematokrit 0,4).  
 
Hct QCL Hct/QCL 0,4 
[%] 
QCH Hct/QCH 0,4 
[%] 
0,2 94,8 99,4 
0,4 100,0 100,0 
0,6 97,5 99,8 
 
Rezultati testiranja krvi s hematokritom v razponu od 0,2 do 0,6 potrjujejo, da različne vrednosti 
hematokrita nimajo vpliva na rezultate. Pri bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo je pomembno 
predvsem ovrednotenje vpliva krvi z nižjimi vrednostmi hematokrita, tj. pod 0,4. Iz hematoloških 
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parametrov krvi bolnikov, ki smo jih testirali v okviru klinične študije, je razvidno, da je povprečna 
vrednost hematokrita pri bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo med 0,3 in 0,4.  
 
Pri interpretaciji rezultatov je potrebno opozoriti na omejitve naše metode, ki bi zahtevale nadaljnje 
raziskave. Pri izračunu rezultatov smo uporabljali izračun za oceno skupnega vpliva hematokrita (enačba 
11), nismo pa ocenili vsake od posameznih podskupin, ki prispevajo k skupnemu vplivu. Za pravilno 
oceno vpliva hematokrita bi morali skupni vpliv hematokrita razdeliti na tri podskupine: vpliv 
hematokrita na površino krvnega madeža, vpliv hematokrita na izkoristek ekstrakcije in vpliv 
hematokrita na matrični učinek. Posamezne podskupine so bolj natančno predstavljene pod točko 
1.6.2.2. 
 
% 𝑺𝒌𝒖𝒑𝒏𝒊 𝒗𝒑𝒍𝒊𝒗 𝒉𝒆𝒎𝒂𝒕𝒐𝒌𝒓𝒊𝒕𝒂 =  
𝑹(𝑯𝒄𝒕)
𝑹 (𝑯𝒄𝒕 = 𝟎, 𝟒) 
× 𝟏𝟎𝟎% 
Enačba 11: Izračun za oceno skupnega vpliva hematokrita; R = razmerje med ploščino vrha analita in 
ploščino vrha internega standarda [30]. 
 
V splošnem velja, da vpliv hematokrita na površino krvnega madeža in vpliv hematokrita na izkoristek 
ekstrakcije pomembno vplivata na skupni vpliv hematokrita, medtem ko je vpliv hematokrita na matrični 
učinek majhen. Pri naši metodi smo za pripravo vzorcev uporabili volumetrični nanos krvi in izrez celotne 
površine krvnega madeža, s čimer smo vpliv hematokrita na homogenost krvnega madeža izničili. V 
primeru, da bi za pripravo vzorcev izrezali krvne madeže s konstantnim premerom, bi bila možnost 
vpliva hematokrita na dobljene rezultate večja. Poleg tega nismo raziskali vpliva hematokrita na 
izkoristek ekstrakcije. Oba interna standarda smo dodali v ekstrakcijsko topilo, s čimer nismo upoštevali 
napake, do katere pride zaradi različnega izkoristka pri ekstrakciji analita iz posušenih krvnih madežev. 
Glede na to, da je vpliv hematokrita na izkoristek ekstrakcije večji v primeru, ko so vrednosti 
celokupnega izkoristka nizke, pri naši metodi pa smo dosegli relativno visoke izkoristke (>80 %), menimo, 
da je vpliv hematokrita na izkoristek ekstrakcije pri naši metodi majhen.  
 
4.3.8. Vpliv volumna nanosa in homogenosti vzorca 
 
V preglednicah 29 in 30 so zbrani rezultati vpliva volumna nanosa in homogenosti vzorca pri krvnih 
madežih, ki so bili pripravljeni z različnimi volumni nanosa, nato pa z luknjačem izrezani iz središča 
oziroma obrobja krvnega madeža. Vsebnost posameznega analita je bila izračunana glede na umeritveno 
krivuljo, za katero je bil uporabljen 30 µl nanos kalibratorjev in izrez iz središča krvnega madeža. 
Rezultati so podani kot povprečni izkoristek izračunane koncentracije glede na nominalno koncentracijo.  
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Preglednica 29: Rezultati testiranja vpliva volumna nanosa in homogenosti vzorca za 6-TG. 
 
vzorec volumen 
nanosa v 
μL* 
izkoristeksredišče
6−TG [%]** izkoristekobrobje
6−TG [%]*** povprečje [%]   
(RSD [%]) 
QCH 20 98,6 /  
 30 107,7 / 106,4 (3,6) 
 40 108,4 107,9  
 50 107,5 108,1  
QCL 20 81,7 /  
 30 95,8 / 94,0  (8,4) 
 40 100,7 87,0  
 50 100,9 97,8  
*: pri 20 μL in 30 μL nanosu so bili vzorci pripravljeni v 3 paralelkah, pri vseh je bil vzorec izrezan iz središča krvnega madeža; pri    
    30 μL in 40 μL nanosu so bili vzorci pripravljeni v 3 paralelkah, pri dveh je bil vzorec izrezan iz središča krvnega madeža pri eni   
    pa iz obrobja krvnega madeža 
**: povprečni izkoristek paralelk, ki so bile izrezane iz središča krvnega madeža, izražen v % 
***: izkoristek paralelke, izrezane iz obrobja krvnega madeža, izražen v % 
 
Preglednica 30: Rezultati testiranja vpliva volumna nanosa in homogenosti vzorca za 6-MMP. 
 
vzorec volumen 
nanosa v 
μL* 
izkoristeksredišče
6−MMP [%]** izkoristekobrobje
6−MMP[%]*** povprečje [%]   
(RSD [%]) 
QCH 20 95,3 /  
 30 92,2 / 97,8 (4,4) 
 40 95,6 103,8  
 50 98,4 101,7  
QCL 20 93,8 /  
 30 98,0 / 96,4 (6,1) 
 40 100,9 100,4  
 50 85,6 99,7  
*: pri 20 μL in 30 μL nanosu so bili vzorci pripravljeni v 3 paralelkah, pri vseh je bil vzorec izrezan iz središča krvnega madeža; pri    
    30 μL in 40 μL nanosu so bili vzorci pripravljeni v 3 paralelkah, pri dveh je bil vzorec izrezan iz središča krvnega madeža pri eni   
    pa iz obrobja krvnega madeža 
**: povprečni izkoristek paralelk, ki so bile izrezane iz središča krvnega madeža, izražen v % 
***: izkoristek paralelke, izrezane iz obrobja krvnega madeža, izražen v % 
 
Iz rezultatov je razvidno, da volumen nanosa nima vpliva na ustreznost rezultatov, kar pomeni, da točno 
odmerjanje volumnov ni nujno za klinično uporabo. Metoda torej omogoča ročno izrezovanje krvnega 
madeža pri točno odmerjenem volumnu ali odmerjeno izrezovanje krvnega madeža s poljubnim 
volumnom nanosa. S testiranjem homogenosti vzorca pri 40 μL in 50 μL nanosu smo potrdili, da ni razlik 
med koncentracijo analitov v sredini in na obrobju krvnega madeža.  
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Nekoliko nižji rezultat pri kontrolnem vzorcu v nizkem koncentracijskem območju QCL za 6-TG je lahko 
posledica manjše saturacije papirčka ali nepopolno zapolnjenega 6 mm krvnega madeža v primerjavi s 
30 μL nanosom, ki je bil uporabljen za izračun kalibracijske krivulje.  
 
Rezultati vpliva volumna nanosa so dodatno prestavljeni na sliki 37.  
 
 
Slika 37: Vpliv volumna nanosa na izkoristek [%] za 6-TG (A) in 6-MMP (B). 
 
4.3.9. Stabilnost analitov v krvnih madežih  
 
V preglednicah 31 in 32 so zbrani rezultati vsebnosti 6-TG in 6-MMP ob izbranih časovnih točkah pri 
štirih pogojih testiranja stabilnosti. Vsebnost posameznega analita ob izbrani časovni točki je bila 
izračunana glede na umeritveno krivuljo, za katero so bile pripravljene sveže raztopine kalibratorjev. 
Rezultati so podani kot izkoristek [%] izračunane koncentracije analita glede na nominalno 
koncentracijo.  
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Preglednica 31: Rezultati stabilnosti 6-TG v posušenih krvnih madežih. 
 
   izkoristek6-TG (%; povprečje ± S.D.) 
izbrani 
pogoj** 
QC c (µg/L) t1* t2* t3* t4* 
T1 QCL 240 98,1 ± 2,8 110,2 ± 2,7 106,4 ± 1,0 102,0 ± 4,0 
 QCH 6000 102,5 ± 2,4 109,5 ± 13,1 111,0 ± 0,5 103,1 ± 2,1 
T2 QCL 240 98,1 ± 2,8 122,6 ± 10,6 117,2 ± 10,0 99,9 ± 7,2 
 QCH 6000 102,5 ± 2,4 107,1 ± 4,0 111,6 ± 2,2 100,7 ± 1,5 
T3 QCL 240 98,1 ± 2,8 111,7 ± 7,0 102,9 ± 6,0 87,8 ± 5,3 
 QCH 6000 102,5 ± 2,4 106,2 ± 2,7 105,6 ± 6,2 91,7 ± 2,6 
T4 QCL 240 98,1 ± 2,8 103,9 ± 11,8 94,8 ± 4,4 69,2 ± 3,5 
 QCH 6000 102,5 ± 2,4 94,5 ± 4,7 86,0 ± 2,2 67,1 ± 3,0 
*t1: začetek študije, t2: 14 dni, t3: 1 mesec; t4: 2 meseca 
**T1: -80 °C, T2: 2 – 8 °C, T3: sobna temperatura, T4: 40 °C 
 
Preglednica 32: Rezultati stabilnosti 6-MMP v posušenih krvnih madežih. 
 
   izkoristek6-MMP (%; povprečje ± S.D.) 
izbrani 
pogoj** 
QC c (µg/l) t1* t2A, t2B* t3A, t3B* t4* 
T1 QCL 1200 94,0 ± 6,5 103,9 ± 8,6 117,7 ± 8,8 89,7 ± 2,3 
 QCH 6000 97,4 ± 7,6 100,6 ± 15,9 114,6 ± 5,9 94,0 ± 1,5 
T2 QCL 1200 94,0 ± 6,5 104,5 ± 6,2 107,0 ± 11,8 84,6 ± 6,6 
 QCH 6000 97,4 ± 7,6 104,8 ± 5,6 112,2 ± 8,9 91,3 ± 3,4 
T3 QCL 1200 94,0 ± 6,5 105,5 ± 9,5 116,6 ± 10,1 86,4 ± 1,5 
 QCH 6000 97,4 ± 7,6 96,4 ± 1,5 111,0 ± 4,5 89,2 ± 3,1 
T4 QCL 1200 94,0 ± 6,5 101,2 ± 8,6 117,3 ± 12,6 88,0 ± 9,7 
 QCH 6000 97,4 ± 7,6 94,7 ± 3,8 117,2 ± 4,9 90,4 ± 4,1 
*t1: začetek študije, t2A: 7 dni (QCL), t2B: 14 dni (QCH), t3A: 21 dni (QCL), t3B: 1 mesec (QCH); t4: 2 meseca 
**T1: -80 °C, T2: 2 – 8 °C, T3: sobna temperatura, T4: 40 °C 
 
Oba analita sta v posušenih krvnih madežih stabilna dva meseca, če so vzorci hranjeni pri sobni 
temperaturi, v hladilniku ali v zamrzovalniku. Po dveh mesecih hranjenja pri 40 °C opazimo precejšen 
padec vsebnosti 6-TG (<70 %), medtem ko 6-MMP ostane stabilen. Takšni rezultati so pričakovani, saj je 
prosta tiolna skupina pri 6-TG bolj izpostavljena oksidacijskemu procesu kot metilirana tiolna skupina pri 
6-MMP.  
 
Rezultati stabilnosti analitov v krvnih madežih so dodatno prestavljeni na sliki 38.   
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Slika 38: Stabilnost analitov 6-TG (A) in 6-MMP (B) v posušenih krvnih madežih.  
 
4.3.10. Stabilnost analitov v osnovnih raztopinah 
 
Stabilnost analitov v osnovnih standardnih raztopinah smo ovrednotili tako, da smo ob izbranih časovnih 
točkah (7 dni, 16 dni, 24 dni in 36 dni) izračunali razmerje med ploščino vrha in maso analita, nato pa 
izračunali izkoristek glede na razmerje med ploščino vrha in maso analita pri sveže pripravljenih 
osnovnih standardnih raztopinah.  
 
Rezultati stabilnosti analitov v osnovnih raztopinah so zbrani v preglednicah 33 in 34.  
 
Preglednica 33: Stabilnost 6-TGr v osnovni raztopini.  
 
t Izkoristek6-TG (%) 
0 / 
7 dni 99,9 
16 dni 100,9 
24 dni 102,4 
36 dni 96,3 
 
Preglednica 34: Stabilnost 6-MMPr v osnovni raztopini 
 
t Izkoristek6-MMP (%) 
0 / 
7 dni 98,9 
16 dni 95,3 
24 dni 97,0 
36 dni 97,9 
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6-TGr in 6-MMPr sta v osnovni raztopini, hranjeni v hladilniku pri 2-8 °C, stabilna vsaj en mesec. 
 
4.3.11. Stabilnost internih standardov v osnovni delovni raztopini 
 
Stabilnost internih standardov v  v osnovni delovni raztopini smo ovrednotili tako, da smo ob izbranih 
časovnih točkah (9 dni, 17 dni in 30 dni) izračunali razmerje med ploščino vrha pri izbrani točki in 
ploščino vrha, ki je bila določena ob začetku študije.   
 
Rezultati stabilosti internih standardov v osnovni delovni raztopini so zbrani v preglednicah 35 in 36.  
 
Preglednica 35: Stabilnost 6-TGr-IS v osnovni delovni raztopini.  
 
t At/A06-TGr-IS* 
(%) 
0 / 
9 dni 102,4 
17 dni 100,5 
30 dni 101,1 
* At: ploščina kromatografskega vrha 6-TGr-IS ob izbrani časovni točki; A0: ploščina kromatografskega vrha 6-TGr-IS, 
izmerjena na začetku študije 
 
Preglednica 36: Stabilnost 6-MMPr-IS v osnovni delovni raztopini.  
 
t At/A06-MMPr-IS* 
(%) 
0 / 
9 dni 100,2 
17 dni 100,8 
30 dni 97,8 
* At: ploščina kromatografskega vrha 6-MMPr-IS ob izbrani časovni točki; A0: ploščina kromatografskega vrha 6-MMPr-IS, 
izmerjena na začetku študije 
 
Interna standarda 6-TGr-IS in 6-MMPr-IS sta v osnovni delovni raztopini, hranjeni v hladilniku pri 2-8 °C, 
stabilna vsaj en mesec. 
 
4.4. Preverjanje metode z vzorci bolnikov 
 
Preverjanje metode z vzorci bolnikov je bilo izvedeno na vzorcih 34 bolnikov, ki so bili v času prejemanja 
azatioprina vključeni v redno preverjanje koncentracije 6-TG in 6-MMP. Koncentracija obeh metabolitov 
je bila določena z rutinsko metodo HPLC-UV, pri kateri so bile kot biološka matrica uporabljene rdeče 
krvne celice (opis metode pod točko 3.10.), ter z novo razvito metodo LC-MS/MS, pri kateri smo kot 
biološko matrico uporabili posušene krvne madeže. Rezultati obeh metod so podani v enoti pmol/8×108 
RBC, kar predstavlja približno 200 μL krvi. Koncentracije analitov, dobljene z metodo DBS, smo v enoto 
 Rezultati in razprava 
85 
 
pmol/8×108 RBC preračunali z upoštevanjem molekulske mase posameznega analita in števila rdečih 
krvnih celic v litru krvi posameznega bolnika. Preračun je predstavljen z enačbo 10 pod točko 4.3.2.  
 
Koncentracija metabolitov v rdečih krvnih celicah se je nahajala v območju od 79 do 802 pmol/8×108 RBC 
za 6-TG in v območju od 320 do 6246 pmol/8×108 RBC za 6-MMP, v vzorcih DBS pa v območju od 96 do 
813 pmol/8×108 RBC za 6-TG in v območju od 277 do 5551 pmol/8×108 RBC za 6-MMP. V štirih (6-TG) 
oziroma petih vzorcih (6-MMP) je bila koncentracija pod spodnjo mejo določljivosti (LLOQ).  
 
Rezultati primerjave metod so predstavljeni z Demingovo regresijo in Bland-Altmanovo analizo.  
Naklon in presečišče y-osi Demingove regresijske analize za 6-TG (slika 39) sta 0,974 (95 % interval  
zaupanja od 0,92 do 1,03) in -4,18 (95 % interval zaupanja od -19,1 do 10,8), naklon in presečišče y-osi 
Demingove regresijske analize za 6-MMP (slika 40) pa 0,931 (95 % interval zaupanja od 0,87 do 1,00) in  
-73,9 (95 % interval zaupanja od 58,7 do -206).  
 
 
 
Slika 39: Primerjava koncentracije 6-TG z Demingovo regresijsko analizo; na x os je nanešena 
koncentracija, določena z metodo HPLC-UV, na y os pa koncentracija, določena z metodo DBS LC-
MS/MS. 
 
 
(pmo8x108 RBC) 
(pmol/8x108 RBC) 
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Slika 40: Primerjava koncentracije 6-MMP z Demingovo regresijsko analizo; na x os je nanešena 
koncentracija, določena z metodo HPLC-UV, na y os pa koncentracija, določena z metodo DBS LC-
MS/MS. 
 
Črna črta na obeh slikah prikazuje Demingovo premico, črtkani črti pa 95 % interval zaupanja. Rdeča črta 
predstavlja črto enakosti.  
 
Vrednosti obeh naklonov sta blizu 1, prav tako je vrednost 1 vključena v 95 % interval zaupanja pri obeh 
metabolitih. 95 % interval zaupanja obeh presečišč y-osi vsebuje vrednost 0, Pearsonova korelacijska 
koeficienta za 6-TG in 6-MMP pa sta 0,9908 oziroma 0,9849, kar vse nakazuje dobro ujemanje med 
metodama.  
 
Bland-Altmanova analiza je predstavljena na slikah 41 in 42. V povprečju je razlika med koncentracijami, 
določenimi z metodo HPLC-UV in koncentracijami, določenimi z metodo DBS LC-MS/MS,  
9,9 pmol/8×108 RBC za 6-TG in 42 pmol/8×108 RBC za 6-MMP. 95 % interval zaupanja povprečja razlik je 
razmeroma ozek in se nahaja blizu 0, kar nakazuje dobro ujemanje med metodama. Dobro ujemanje 
dodatno potrjuje relativno majhna širina razpona med spodnjo in zgornjo mejo ujemanja.  
 
 
 
 
(pmol/8x108 RBC) 
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Slika 41: Primerjava rezultatov metod HPLC-UV in DBS LC-MS/MS z Bland-Altmanovo analizo za 6-TG 
 
 
 
Slika 42: Primerjava rezultatov metod HPLC-UV in DBS LC-MS/MS z Bland-Altmanovo analizo za 6-MMP 
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Bland Altmanova analiza ne predpisuje, kdaj je ujemanje med dvema metodama sprejemljivo oziroma 
kdaj lahko prvo oziroma drugo metodo uporabljamo neodvisno. Meje sprejemljivosti si pred začetkom 
raziskave predpišemo na podlagi analiznih kriterijev in ciljev zdravljenja, nato pa na podlagi statistične 
obdelave rezultatov ocenimo primerljivost metod.  
 
V raziskovalnem delu smo si kot sprejemljiv kriterij predpisali 20 % ujemanje med metodama; pri 
postavljanju kriterija smo upoštevali tudi priporočila Guerra Valera s sodelavci, ki je kriterij povzel po 
priporočilih FDA za oceno ponovne analize vzorcev [62]. 
 
Meje 20 % ujemanja med metodama so na slikah 41 in 42 označene z osenčenim območjem; iz grafov je 
razvidno, da samo ena določitev pri obeh analitih leži izven 20 % kriterija, odstop od predpisanega 
kriterija pa je majhen, ≤24 %. Na podlagi predpisanega kriterija, ozkega 95 % intervala zaupanja 
povprečja razlik, majhne širine razpona med spodnjo in zgornjo mejo ujemanja ter rezultatov 
Demingove regresijske analize ocenjujemo, da je ujemanje med obema metodama dobro.  
 
Na tem mestu je potrebno omeniti, da je ena izmed pomankljivosti naše metode v tem, da za preračun iz 
enote µg/L v enoto pmol/8×108 RBC potrebujemo povprečno število rdečih krvnih celic v litru krvi 
(parameter RBC v enačbi 10). Ker je za določitev vrednosti RBC potreben odvzem dodatne krvi, s čimer 
se pomen tehnike posušenih krvnih madežev zmanjša, smo s preprostim testom dokazali, da za preračun 
naših rezultatov v enoto pmol/8×108 RBC vrednost parametra RBC lahko določimo na drugačen način.  
 
Parameter RBC lahko izrazimo z vrednostjo hematokrita in povprečnim volumnom rdečih krvnih celic 
(ang. Mean corpuscular volume oziroma MCV), enačba 12.  
𝑅𝐵𝐶 =  
𝐻𝑐𝑡
𝑀𝐶𝑉
 
Enačba 12: Izračun povprečnega števila rdečih krvnih celic v litru krvi; Hct = hematokrit, MCV = 
povprečni volumen rdečih krvnih celic.  
 
Predpostavili smo, da je povprečni volumen rdečih krvnih celic konstanten in se nahaja znotraj območja 
fizioloških vrednosti (=80-100 fL; izbrali smo povprečno vrednost 90 fL), ter RBC izračunali z 
upoštevanjem vrednosti hematokrita pri posameznih bolnikih. Tako dobljene rezultate smo ponovno 
ovrednotili z Bland-Altmanovo analizo (sliki 43 in 44).  
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Slika 43: Primerjava rezultatov metod HPLC-UV in DBS LC-MS/MS z Bland-Altmanovo analizo za 6-TG, če 
je bila za izračun naših rezultatov upoštevana vrednost MCV = 90 fL.   
 
 
Slika 44: Primerjava rezultatov metod HPLC-UV in DBS LC-MS/MS z Bland-Altmanovo analizo za 6-MMP, 
če je bila za izračun naših rezultatov upoštevana vrednost MCV = 90 fL.  
 
(pmol / 8x108 RBC) 
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Iz grafov je razvidno, da so rezultati naše metode tudi v primeru, ko parameter RBC nadomestimo s 
fiziološko vrednostjo parametra MCV in izmerjeno vrednostjo Hct, primerljivi z rezultati metode       
HPLC-UV. Izven 20 % kriterija, ki smo si ga predpisali kot sprejemljiv kriterij pri raziskovalnem delu, leži 
ena določitev za 6-TG in tri določitve za 6-MMP. Vse določitve se nahajajo v nizkem koncentracijskem 
območju, tj. pod terapevtskim območjem za 6-TG in daleč pod toksičnim območjem za 6-MMP.  
 
Pomen naše metode bi se torej še povečal, če bi vrednost hematokrita določili neposredno iz posušenih 
krvnih madežev. Metode za določanje vrednosti hematokrita iz posušenih krvnih madežev so 
predstavljene pod točko 1.6.2.2. Predvidevamo, da bi naša metoda ob takšnem pristopu omogočala tudi 
določanje koncentracije 6-TG in 6-MMP v vzorcih, pri katerih bi bila kapljica krvi odvzeta iz prsta in 
vrednost hematokrita ne bi bila znana. Ker takšnega pristopa v praksi nismo potrdili, bi bile potrebne 
nadaljnje raziskave, v katere bi vključili primerjavo med volumetričnim in nevolumetričnim nanosom 
vzorcev, vrednost hematokrita pa bi določili neposredno iz posušenih krvnih madežev.  
 
4.5. Primerjava naše metode z objavljenimi metodami 
 
Pri primerjavi validacije naše metode z že objavljenimi metodami lahko zaradi značilnosti posušenih 
krvnih madežev kot biološke matrice ovrednotimo samo osnovne validacijske parametre bioanalizne 
metode, parametri, kot so vpliv hematokrita, volumen nanosa in homogenost vzorca pa za ostale 
matrice niso relavantni. Večina objavljenih metod je validiranih v širokem koncentracijskem območju, 
spodnja meja določljivosti za oba analita pa je nižja od spodnje meje določljivosti pri naši metodi. Razlika 
v spodnji meji določljivosti je pričakovana, saj je pri splošno uporabljenih bioloških matricah, kot sta 
polna kri in rdeče krvne celice, na razpolago relativno velika količina vzorca, medtem ko smo bili pri naši 
metodi omejeni na 30 μL vzorca.  Poleg omejitve zaradi majhne količine krvi, je bila le-ta nanešena še na 
papirček, kar prispeva k dodatni izgubi zaradi ekstrakcije iz papirčka, ki pri ostalih bioloških matricah ni 
potrebna.  
 
Pri validaciji naše metode smo dosegli dobre rezultate matričnega učinka, izkoristka in stabilnosti 
analitov. Za oceno matričnega učinka smo ovrednotili tako absolutni kot relativni matrični učinek, vsi 
rezultati izkoristka in matričnega učinka so bili znotraj predpisov v smernicah. Pri ostalih objavljenih 
metodah relativnega matričnega učinka večinoma niso določali, iz rezultatov izkoristka in absolutnega 
matričnega učinka pa je razviden trend visokega matričnega učinka in nizkega izkoristka za 6-TG. 
Rezultati izkoristka in matričnega učinka za 6-MMP so tudi pri ostalih objavljenih metodah znotraj 
predpisov v smernicah.  
 
Naša metoda odstopa v rezultatih dolgoročne stabilnosti. Medtem ko sta analita pri naši metodi, ki kot 
biološko matrico uporablja posušene krvne madeže, stabilna dva meseca pri sobni temperaturi, v 
hladilniku (2-8 °C) in v zamrzovalniku (-80 °C) ter en mesec pri 40 °C, je stabilnost analitov v ostalih 
matricah bistveno krajša. Pri polni krvi in rdečih krvnih celicah je stabilnost na sobni temperaturi 
omejena na nekaj ur, pri nižanju temperature pa se postopoma veča. Pri znižanju temperature do -80 °C 
je najdaljša potrjena stabilnost 5 tednov [39].  
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Razvita je bila tudi metoda za določanje 6-MP, 6-MMP in 6-TGMP v posušenih krvnih madežih [46].  
Metoda je bila razvita z namenom določanja analitov v krvi bolnikov z akutno limfoblastno levkemijo, ki 
so zdravljeni s 6-MP. 6-MP je predzdravilo, ki se tako kot azatioprin preko metabolizma pretvori v 
aktivne 6-TGN in v dva neaktivna metabolita: 6-TU in 6-MMP. Kot interni standard je bil uporabljen 5-
fluorouracil. Območje metode je 25,5 – 1020 µg/L za 6-MP in 6-MMP ter 51 – 1020 µg/L za 6-TGMP. 
Glede na to, da smo za razvoj metode uporabili isto biološko matrico – posušene krvne madeže – smo 
naredili primerjavo najpomembnejših parametrov obeh metod. Prva razlika je že v izbranih analitih. 
Medtem, ko so v omenjenem članku kot aktivni metabolit izbrali samo 6-TGMP, ki spada v skupino 6-
TGN, druge skupine aktivnih metabolitov, tj. 6-MMP nukleotidov pa niso analizirali, smo pri naši metodi 
analizirali obe skupini aktivnih metabolitov, ki smo jih hidrolizirali do baz. Na ta način smo ovrednotili 
celotno količino obeh skupin analitov, medtem ko je 6-TGMP, ki je bil izbran pri metodi [46], samo ena 
od treh aktivnih oblik 6-TGN. Pri našem raziskovalnem delu smo za oba analita uporabili izotopsko 
označeni oziroma devterirani obliki internih standardov, medtem ko so Supandi in sodelavci [46] za 
interni standard izbrali 5-fluorouracil. Območji metod se precej razlikujeta; njihovo območje za 6-TGMP 
je 51 – 1020 µg/L, pri naši  metodi pa smo za oba analita izbrali širše območje (80,0 – 8000 µg/L za 6-TG 
in 400 – 8000 µg/L za 6-MMP). Zaradi neželenih učinkov, kot sta zaviranje dozorevanja krvnih celic in 
okvara jeter, so nevarne predvsem visoke koncentracije obeh metabolitov, zato je njihovo ovrednotenje 
pri terapevtskem spremljanju koncentracij izredno pomembno.  
Obe metodi sta bili validirani, vendar so obseg in izsledki validacije različni. Pri osnovnih validacijskih 
parametrih so pomembne razlike pri rezultatih matričnega učinka in stabilnosti vzorcev. Za ovrednotenje 
matričnega učinka so Supandi in sodelavci uporabili šest različnih virov krvi in za večino analitov poročali 
o ionski supresiji nad 10 %, iz česar so zaključili, da imajo komponente papirčka opazen vpliv na 
ionizacijo analitov. Pri validaciji naše metode smo ovrednotili tako absolutni kot relativni matrični učinek 
in vsi rezultati so bili znotraj predpisanih smernic EMA in FDA. Stabilnost analitov na papirčku so pri [46] 
analizirali pri sobni temperaturi in pri -20 °C ter potrdili stabilnost 90 dni pri -20 °C. Pri naši metodi smo 
spremljali dvomesečno stabilnost pri štirih pogojih: sobna temperatura, 40 °C, hladilnik in zamrzovalnik. 
Potrdili smo dvomesečno stabilnost pri treh izbranih pogojih (sobna temparatura, hladilnik, 
zamrzovalnik) in enomesečno stabilnost pri 40 °C. Zaradi različnih transportnih pogojev, katerim so lahko 
podvrženi vzorci DBS, ovrednotenje stabilnosti pri 40 °C in pri 2-8 °C (hladilnik) ocenjujemo kot 
pomemben del validacije metode.  
 
Obe metodi sta bili preizkušani na vzorcih bolnikov; metoda [46] pri bolnikih z akutno limfoblastno 
levkemijo, naša pri bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo. Naša metoda je bila istočasno 
primerjana tudi z referenčno metodo za določanje obeh analitov v rdečih krvnih celicah, ki se uporablja 
pri rednem spremljanju bolnikov s kronično vnetno črevesno boleznijo. Glede na to, da gre za razvoj 
popolnoma nove metode, lahko le s primerjavo z rezultati referenčne metode potrdimo točnost 
metode. Supandi in sodelavci [46] o primerjalni metodi niso poročali.  
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5. Zaključek 
 
Osnovni cilji našega raziskovalnega dela so bili razvoj nove metode za določanje metabolitov azatioprina 
s tehniko posušenih krvnih madežev, validacija vseh ključnih parametrov ter potrditev ustreznosti 
metode z vzorci bolnikov. Menimo, da smo z raziskovalnim delom dosegli zastavljene cilje in večinoma 
potrdili začetne hipoteze.  
 
V prvi hipotezi smo preverili, da bo z uporabo tehnike posušenega krvnega madeža možno razviti 
zanesljivo in občutljivo analizno metodo za spremljanje dveh glavnih metabolitov azatioprina v 
terapevtskih koncentracijah v krvi bolnikov s kronično črevesno boleznijo. Prvo hipotezo smo potrdili. 
Razvili smo metodo, s katero smo dokazali, da lahko posušeni krvni madeži enakovredno nadomestijo 
polno kri in rdeče krvne celice, biološki matrici, ki sta bili uporabljeni pri večini od sedaj objavljenih 
bioanaliznih metod. Z izbiro primernih papirčkov, uporabo ustreznega ekstrakcijskega topila in z 
optimiranim postopkom hidrolize smo dosegli pripravo vzorcev, ki je enostavna, kratka in omogoča 
dobre izkoristke ekstrakcije.   
 
Naša druga hipoteza je bila, da bo razvita analizna metoda ustrezala kriterijem validacije po zadnjih 
smernicah FDA in EMA za validacijo bioanaliznih metod. Drugo hipotezo smo potrdili. Pri validaciji 
osnovnih parametrov smo sledili smernicam EMA in FDA in potrdili, da je metoda skladna z vsemi 
predpisanimi zahtevami. Metoda ustreza kriterijem selektivnosti, linearnosti, točnosti in natančnosti v 
območju, ki je primerljivo z območjem metod, pri katerih se kot biološka matrica uporabljajo polna kri in 
rdeče krvne celice. S testom integritete redčenje smo dodatno dokazali, da lahko območje razširimo, z 
razširjenim območjem pa pokrijemo tako terapevtsko območje za 6-TG kot spodnjo mejo toksičnega 
območja za 6-MMP. Pri validaciji osnovnih parametrov lahko izpostavimo še dobre rezultate pri oceni 
absolutnega in relativnega matričnega učinka, ki potrjujejo, da pri metodi ni opaznih zvišanj ali znižanj 
signalov zaradi učinka matrice in da različni viri krvi ne vplivajo na pravilnost rezultatov. Dodatno smo 
validirali parametre, ki so značilni za tehniko posušenih krvnih madežev in potrdili, da različne vrednosti 
hematokrita, različen volumen nanosa in izrez vzorca iz različnih delov krvnega madeža ne vplivajo na 
ustreznost rezultatov. Metoda izstopa pri rezultatih dolgoročne stabilnosti, saj je stabilnost 6-TG in  
6-MMP v posušenih krvnih madežih pri temperaturah nad 0 °C tudi do 60x višja od stabilnosti obeh 
analitov v polni krvi ali v krvnih celicah.  
 
V tretji hipotezi smo preverili, da bomo z razvito in validirano analizno metodo dobili rezultate, ki bodo 
pravilni in primerljivi z rezultati, dobljenimi z metodo določevanja metabolitov azatioprina v polni venski 
krvi. Tretjo hipotezo smo potrdili. Ustreznost naše metode smo potrdili z raziskavo, pri kateri smo 
rezultate naše metode primerjali z rezultati referenčne metode HPLC-UV, kjer so bile kot biološka 
matrica uporabljene rdeče krvne celice. Razlike med koncentracijami analitov, določenimi z metodo 
HPLC-UV in koncentracijami analitov, določenimi z metodo DBS LC-MS/MS, so majhne, saj sta 
terapevtsko območje za 6-TG in spodnja meja toksičnega območja za 6-MMP približno 1-2 razreda nad 
izmerjeno razliko med metodama.  
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S četrto hipotezo smo želeli določiti korelacijo med koncentracijami metabolitov azatioprina v belih krvnih 
celicah oz. v rdečih krvnih celicah in v polni krvi ter podati enačbo, ki bi omogočala izračun koncentracij v 
belih krvnih celicah oz. v rdečih krvnih celicah na osnovi določene koncentracije v polni krvi (DBS). 
Četrte hipoteze nismo potrdili. Za določanje koncentracije analitov v belih krvnih celicah bi potrebovali 
dodaten odvzem krvi bolnikov, kar se nam z etičnega stališča ni zdelo sprejemljivo. Možna bi bila 
uporaba krvi prostovoljnih darovalcev, vendar bi bila izvedba postopka vprašljiva. Analita bi morala biti 
zaradi prehoda v celice v obliki baz, saj so nukleozidi za difuzijo v celice preveč polarni. Teoretično bi 
nato znotraj celice potekli vsi opisani procesi metabolizma, kar pa bi v praksi težko zagotovili.  
 
Rezultat našega raziskovalnega dela je nova analizna metoda, ki je zaradi številnih prednosti, ki jih 
ponuja tehnika posušenih krvnih madežev, validacije kritičnih parametrov in ustrezne primerjave z 
referenčno metodo, primerna za redno spremljanje bolnikov s kronično vnetno črevesno boleznijo [63].  
 
Možnosti za nadaljevanje oziroma nadgradnjo našega raziskovalnega dela so odprte. Ker smo se odločili 
za volumetrični nanos krvi, s čimer smo pomen tehnike posušenih krvnih madežev nekoliko zmanjšali, bi 
dodano vrednost predstavljale raziskave, v katere bi vključili neinvaziven odvzem krvi s konice prsta. Pri 
tem bi morali upoštevati, da gre za kapilarno kri, ki je mešanica venske in arterijske krvi ter 
intracelularne in intersticijske tekočine, zato bi bilo potrebno raziskati morebitne razlike med 
koncentracijo učinkovine v venski krvi in koncentracijo učinkovine v kapilarni krvi. Pri naši metodi je 
volumetričnemu nanosu krvi sledil izrez celotnega krvnega madeža, s čimer smo izničili vpliv hematokrita 
na površino krvnega madeža. V primeru, da bi se odločili za nevolumetrični nanos iz konice prsta, bi bilo 
potrebno vpliv hematokrita na površino madeža raziskati, smiselno pa bi bilo raziskati tudi vpliv 
hematokrita na izkoristek ekstrakcije, katerega smo pri našem delu zaradi visokih izkoristkov ekstrakcije 
zanemarili. Ena izmed pomankljivosti naše metode je tudi v tem, da za preračun iz enote µg/L v enoto 
pmol/8×108 RBC potrebujemo povprečno število rdečih krvnih celic v litru krvi. Pomankljivost bi lahko 
odpravili, saj so bile v zadnjih letih razvite številne analizne metode za neposredno določanje 
hematokrita iz posušenih krvnih madežev. Nenazadnje bi metodo lahko testirali tudi na vzorcih bolnikov 
z akutno limfoblastno levkemijo, revmatoidnim artritisom in drugimi boleznimi, za katere se pri 
zdravljenju uporabljata azatioprin in 6-merkaptopurin.  
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